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Nove psihoaktivne snovi, med katere uvrščamo sintezne kanabinoide, pomembno ogrožajo 
zdravje posameznika in javno zdravje ter predstavljajo izziv za politiko in zakonodajo na 
področju drog. Kumil- derivat SGT-24 je ilegalen sintezni kanabinoid, ki se uporablja kot polnilo 
elektronskih cigaret. Farmakološke lastnosti SGT-24 so slabo poznane, zato smo v okviru 
magistrske naloge preučili njegov neposredni vpliv na funkcijo živčnih celic, temeljnih 
gradnikov osrednjega živčevja, ter na funkcijo astrocitov, najštevilnejših celic glije, ki 
zagotavljajo metabolno in trofično podporo živčnim celicam, uravnavajo sinaptično plastičnost 
in sodelujejo pri prenosu informacij.   
Izražanje kanabinoidnih receptorjev na primarnih živčnih celicah in astrocitih možganske skorje 
podgane smo potrdili z verižno reakcijo s polimerazo v realnem času. Nato smo celične kulture 
izpostavili 0,5 µM SGT-24 v časovnem intervalu od 1 do 24 ur in opazovali spremembo v 
viabilnosti celic, izmerili znotrajcelično koncentracijo adenozin-5'-trifosfata (ATP), določili 
aktivnost kaspaze 3/7 in aktivnost laktat dehidrogenaze (LDH). S pretočno citometrijo smo 
potrdili rezultate viabilnostnega testa in določili delež zgodnje apoptotičnih in nekroptotičnih 
celic. Z dodatkom selektivnih antagonistov identificiranih kanabinoidnih receptorjev smo 
preverili njihovo udeleženost pri nevrotoksičnem delovanju SGT-24.  
Živčne celice in astrociti izražajo kanabinoidni receptor CB1 ter receptorje PPAR γ, TRPV1 in 
GPR-55. SGT-24 na viabilnost živčnih celic značilno vpliva že po 2 urah, na viabilnost 
astrocitov pa uro kasneje. Znotrajcelična koncentracija ATP v živčnih celicah pade po 2 urah, v 
astrocitih pa šele po 6. Značilnega vpliva na aktivnost LDH nismo zabeležili. SGT-24 sproži 
različne vrste celične smrti. Značilno večji delež živčnih celic podleže apoptotičnim procesom, 
astrociti pa večinoma propadajo po nekroptotični poti. Povišanje aktivnosti izvršilne kaspaze 3/7 
v živčnih celicah po 2 urah in v astrocitih po 4 urah inkubacije s SGT-24 priča o prisotnosti 
procesov zgodnje apoptoze v obeh tipih celic. Dodatek selektivnih antagonistov kanabinoidnih 
receptorjev CB1 in TRPV1 k astrocitom, k živčnim celicam pa tudi PPAR γ, je zavrl škodljivo 
delovanje SGT-24 na celično viabilnost. 
SGT-24 ob akutni izpostavljenosti na celice osrednjega živčevja deluje nevrotoksično, proces pa 
je receptorsko posredovan. Zloraba SGT-24 lahko okrne delovanje osrednjega živčnega sistema 
uporabnikov, zato je pomembno, da poskrbimo za čim težjo dostopnost in ozaveščenost 
prebivalstva o možnih posledicah uporabe tako SGT-24 kot tudi sinteznih kanabinoidov nasploh.  
Ključne besede: kumil-PINACA, astrociti, živčne celice, nevrotoksičnost, receptorji 
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Abstract 
New psychoactive substances, including synthetic cannabinoids, pose a great threat to the health 
of the individuals and public health and represent a difficult challenge for drug policy 
regulations. Cumyl-derivative SGT-24 is an illegal synthetic cannabinoid, mainly used as an e-
liquid in electronic cigarettes. Pharmacological properties of SGT-24 are poorly understood 
therefore we decided to investigate its direct impact on neuronal and astrocyte function. Neurons 
are the fundamental cells of the central nervous system, astrocytes on the other hand are the most 
ubiquitous glial cells offering metabolic and trophic support to neurons, modulating synaptic 
plasticity and participating in synaptic transmission.  
The expression of cannabinoid receptor on primary cell cultures of rat cortical neurons and 
astrocytes was confirmed by quantitative real-time polymerase chain reaction. The cell cultures 
were then exposed to 0,5 µM SGT-24 for 1 to 24 hours to assess the change in cell viability, 
measure intracellular adenosine-5’-triphosphate (ATP) concentration and determine caspase 3/7 
and lactate dehydrogenase (LDH) activity. Flow cytometry was performed to confirm viability 
test results and determine the percentage of early apoptotic and necroptotic cells. Using selective 
cannabinoid receptors agonists to block the neurotoxic activity of SGT-24 we determined their 
role in neurotoxic processes.  
Neurons and astrocytes express cannabinoid receptor CB1, nuclear receptor PPAR γ, ionotropic 
receptor TRPV1 and GPR-55. SGT-24 significantly affects viability of neurons after 2 hours, yet 
the viability of astrocytes one hour later. Neuronal intracellular ATP concentration decreases 
after 2 hours whereas astrocytic only after 6. No significant effect on LDH was observed. SGT-
24 induces different forms of cell death. Significantly more neurons undergo apoptosis while 
more astrocytes undergo necroptosis. The increase of caspase 3/7 activity in neurons after 2 
hours and astrocytes after 4, confirms the occurrence of early apoptosis in both types of cells. 
The addition of selective cannabinoid receptors agonists of CB1 and TRPV1 to astrocytes and 
additionally PPAR γ to neurons, inhibited harmful effects of SGT-24 on cell viability.  
SGT-24 is neurotoxic in acute exposure of central nervous system cells, and the process is 
receptor-mediated. Abuse of SGT-24 can impair the function of the central nervous system, so it 
is important to aggravate the access to it and to raise awareness of the possible consequences of 
the use of SGT-24 and synthetic cannabinoids in general. 




ADP: adenozin-5'- difosfat  
cAMP: 3', 5'-ciklični adenozin monofosfat 
CB1: kanabinoidni receptor tipa 1 
CB2: kanabinoidni receptor tipa 2 
CYP- 450: citokrom P450 
DNA: deoksiribonukleinska kislina  
EC50: koncentracija agonista, ki izzove učinek, enak polovici maksimalnega učinka 
EMCDDA: Evropski center za spremljanje drog in zasvojenosti (angl. European Monitoring 
Centre for Drugs and Drug Addiction) 
GABA: γ-aminomaslena kislina 
GIRK: kalijev kanal, katerega prepustnost uravnava protein G (angl. G-protein sensitive 
inward- rectifying potassium channel) 
GPCR: s proteinom G sklopljen receptor 
GPR55: s proteinom G sklopljen receptor 55 
LDH: laktat dehidrogenaza 
LPI: L-α-lizofosfatidilinositol 
MAPK: z mitogenom aktivirana protein kinaza 
NPS: nove psihoaktivne snovi 
NSAR: nesteroidni antirevmatiki 
PPAR: receptor, aktiviran s peroksisom proliferatorjem  (angl. peroxisome proliferator-activated 
receptors) 
RNA: ribonukleinska kislina  
ROS: reaktivne kisikove zvrsti 
SGT-24: kumil-PINACA ali 1-pentil-N-(2-fenilpropan-2-il)-1H-indazol-3-karboksamid 
TRP: kanali prehodnih receptorskih potencialov 
TRPV1: vaniloidni receptor tipa 1 
UGT: uridin-difosfat-glukuronil-transferaza 





1.1. Nove psihoaktivne snovi 
Nove psihoaktivne snovi (NPS) so po sklepu Evropskega sveta 2005/387/PNZ [1] opredeljene 
kot nove narkotične ali psihotropne droge v čisti obliki ali v pripravku, ki niso pod nadzorom 
Enotne konvencije Združenih narodov o mamilih iz leta 1961, in Konvencije Združenih narodov 
o psihotropnih snoveh iz leta 1971 [2], vendar le-te prav tako kot snovi s seznamov teh konvencij 
pomembno ogrožajo zdravje posameznika in javno zdravje ter predstavljajo izziv za politiko in 
zakonodajo na področju drog [3], [4]. NPS so droge, ki so bile na novo sintetizirane, kot tudi že 
znane droge, ki se uporabljajo na novo. Zaradi lahke dostopnosti preko svetovnega spleta, 
socialnih omrežij in pametnih telefonov, je trg NPS v zadnjem desetletju doživel občuten 
razcvet. Po podatkih Združenih narodov je bilo leta 2009 znanih 166 NPS, do konca leta 2019 pa 
je to število naraslo na 950 [2]. V Evropski uniji se s problematiko vse večjega števila NPS 
ukvarja Evropski center za spremljanje drog in zasvojenosti (European Monitoring Centre for 
Drugs and Drug Addiction - EMCDDA), ki v poročilu za leto 2019 opisuje okoli 790 snovi, od 
katerih je 53 omenjenih prvič [5]. Ocenjevanje razširjenosti uporabe NPS je zaradi velike 
ponudbe in dinamike na trgu zapleteno in pogosto nenatančno. 
Z naraščajočo ponudbo se je močno povečal krog uporabnikov, ki poleg odvisnikov od drog 
vključuje ljudi, ki NPS uporabljajo v rekreativne namene, za samozdravljenje, za boljši izgled in 
telesno pripravljenost ter za povečanje uspeha v šoli ali na delovnem mestu [6], pri čemer mladi 
predstavljajo poseben problem. Naraščajočo ponudbo žal spremljajo vedno pogostejša poročanja 
o hudih in usodnih zastrupitvah [7]–[10]. NPS so običajno derivati ali strukturni analogi 
klasičnih rekreativnih drog, ki so proizvedeni tako, da ob izogibanju varnostnih predpisov 
posnemajo njihove učinke, že manjše spremembe v njihovi strukturi pa lahko močno vplivajo na 
farmakokinetične in farmakodinamične lastnosti. Te snovi niso podvržene kliničnemu testiranju, 
zato so podatki o njihovi toksičnosti in z njo povezanimi specifičnimi učinki skopi, pogosto tudi 
neznani. Študije na živalskih modelih in klinični podatki potrjujejo, da NPS ne povzročajo samo 
ugodnih, opojnih/psihoaktivnih učinkov (sprostitev, evforija itd.), ampak tudi toksične učinke na 
različnih perifernih organskih sistemih in v osrednjem živčevju [8]–[10]. 
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NPS so skupina heterogenih snovi, ki jih glede na kemijsko zgradbo lahko delimo na 
fenetilamine, piperazine, triptamine, sintezne katinone, alkilindole (sintezni kanabinoidi) in 
arilcikloheksilamine, glede na farmakološke in klinične učinke pa na stimulante, entaktogene, 
halucinogene in konoplji podobne snovi [7] (preglednica I). 
 
Preglednica I. Razvrstitev novih psihoaktivnih snovi (NPS). Prirejeno po [7]. 
Kemijski razred Farmakološki učinki Predstavniki  
Fenetilamini  
 
Agonisti serotoninskih receptorjev, ki povzročijo psihadelične 
učinke in zavirajo ponovni privzem monoamina.  
 
Učinki: Hipertenzija, bruhanje, hipertermija, krči, halucinacije, 
odsotnost, težave z dihanjem, ledvična in jetrna odpoved in smrt 
v primeru predoziranja. 
Nexus, DOC,  
2-FMA  
Piperazini Stimulansi, ki spodbujajo sproščanje dopamina in noradrenalina 
in zavirajo ponovni privzem monoaminov.  
 
Učinki: Hipertermija, krči in ledvična odpoved; poročila tudi o 
halucinacijah in smrti pri visokem odmerjanju. 
BZP, TFMPP   
Triptamini Agonisti receptorjev 5-HT2A in zaviralci ponovnega privzema 
serotonina.  
 





Sintezni katinoni Simpatomimetične droge, ki delujejo na serotoninske, 
dopaminske in noradrenalinske signalne poti. 
 
Učinki: Vznemirjenost, nemir, vrtoglavica, bolečine v trebuhu, 




Sintezni kanabinoidi Agonisti receptorjev CB1 in CB2 z višjo afiniteto, učinkovitostjo 
in močjo od ∆9-THC. 
 
Učinki: Evforija, učinki podobni anksiolitičnim in 
antidepresivnim, paranoja, tahikardija, panika, krči, psihoza, 









1.2. Sintezni kanabinoidi  
Sintezni kanabinoidi ali agonisti kanabinoidnih receptorjev so se prvič pojavili v 60. letih v 
raziskovalnih laboratorijih kot pomoč pri proučevanju endogenega kanabinoidnega sistema in v 
upanju, da se bo našla alternativa rastlinskim kanabinoidom z manj neželenimi učinki. 
Akademski raziskovalci in farmacevtska podjetja so nato razvili več generacij sinteznih 
kanabinoidov, med katerimi so razred JHW (razvila skupina Johna W. Huffmana na Clemsonovi 
univerzi v ZDA), razred HU (razvila skupina Raphaela Mechoulama s Hebronske univerze v 
Izraelu) ter razred CP (v 70. in 80. letih razvilo podjetje Pfizer) tri najbolj znane skupine teh 
snovi [10]. Agonisti kanabinoidnih receptorjev, ki so jih razvijali v 70. letih kot možno 
zamenjavo opioidnim analgetikom in nesteroidnim protivnetnim zdravilom (NSAR), se zaradi 
neželenih učinkov, predvsem sedacije in motenj spomina, razen izjemoma kot antiemetiki ob 
kemoterapiji (nabilon, dronabinol v ZDA), ne uporabljajo več [11], [12]. V terapevtske namene 
so razvijali tudi kanabinoidne antagoniste, med katerimi je bil najbolj proučevan rimonabant, 
selektivni antagonist kanabinoidnega receptorja tipa 1 (CB1). V Evropi je bil v preteklosti (2006-
2008) v uporabi za zdravljenje debelosti, vendar so ga zaradi pojavov psihiatričnih zapletov 
umaknili s trga [11].  
Sintezni kanabinoidi so se v vlogi rekreativnih drog pod imenom Spice leta 2004 najprej pojavili 
v Evropi in se nato pod imenom K2 hitro razširili v ZDA [13]. Prvi identificirani sintezni 
kanabinoid v Spice mešanici je bil naftoilindol (JWH-018), ki služi kot prototip za sintezo večine 
sinteznih kanabinoidov [14]. Spice/K2 kanabinoidi veljajo za ''varno'' in ''legalno'' alternativo 
konoplji in so, kljub zakonskim prepovedim, z lahkoto dostopni po svetovnem spletu in v 
nekaterih trgovinah. Najpogosteje se prodajajo v zeliščnih mešanicah namenjenih kajenju, 
najdemo pa jih tudi v obliki kapsul, tablet, praškov in tekočin za elektronske cigarete. Velik izziv 
predstavlja hitro pojavljanje novih, podobno delujočih, vendar strukturno dovolj različnih 
sinteznih kanabinoidov, ki jih ni mogoče zaznati z obstoječimi urinskimi testi [13], [15]. Zaradi 
širokega spektra različnih kemijskih struktur sinteznih kanabinoidov se je razvil sistem 
klasifikacije, ki je na začetku 21. stoletja postal standard za njihovo razvrščanje. Glede na 
kemijsko strukturo sintezne kanabinoide delimo na klasične kanabinoide, neklasične 
kanabinoide, hibridne kanabinoide, aminoalkilindole in podskupine, eikozanoide in ostale 
kanabinoide [16]  (preglednica II).  
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Preglednica  II. Klasifikacija sinteznih kanabinoidov. Prirejeno po [16].   
Razred Kemijska struktura Primeri predstavnikov 
Klasični kanabinoidi Struktura podobna delta-9-
tetrahidrokanabinolu (∆9-THC); derivati 
dibenzopirana. 
HU-210, HU-211, HU-
208, HU-311, AM-906, 
AM-411, O-1184 
Neklasični kanabinoidi Struktura precej podobna klasičnim 
kanabinoidom; derivati cikloheksil fenola; 
biciklični in triciklični analogi ∆9-THC. 
CP 47,497 in analogi; 
CP 55,940, CP-55,244 
Hibridni kanabinoidi Kombinirane strukturne značilnosti 
klasičnih in neklasičnih kanabinoidov. 
AM-4030 
Aminoalkilindoli 






adamantoilindoli in  
karboksamidi 










Eikozanoidi Sintezni analogi endokanabinoidov kot je 
anandamid. 
metanandamid 




Pojav novih sinteznih kanabinoidov je obnovil zanimanje raziskovalcev za farmakološke učinke 
teh spojin, saj se je zdelo, da imajo polni agonisti z veliko močjo in visoko afiniteto do 
kanabinoidnih receptorjev tipa 1 in 2 (CB1 in CB2), obetaven terapevtski potencial [17]. Poročila 
o akutnih in smrtnih zastrupitvah kažejo, da temu ni tako, ker neželeni učinki sinteznih 
kanabinoidov zadnje generacije daleč presegajo želene učinke in obsegajo tako učinke na 
osrednje živčevje, kot učinke na prebavila in srčno-žilni sistem (Slika 1). Uporaba sinteznih 
kanabinoidov lahko povzroči resne srčno-žilne zaplete (miokardni infarkt, ishemična možganska 
kap in embolije), akutno poškodbo ledvic, generalizirane tonično-klonične napade, psihiatrične 
zaplete (vključno s psihozo prve epizode, paranojo, misli o samopoškodovanju/samomoru) in 





Slika 1. Najpogostejši želeni in neželeni učinki sinteznih kanabinoidov. Prirejeno po [17]. 
 
1.3. Farmakologija sinteznih kanabinoidov 
Poglavitna farmakološka tarča sinteznih kanabinoidov so receptorji endokanabinoidnega 
sistema, kompleksnega in obsežnega nevromodulatornega in imunomodulatornega sistema, ki je 
bil uradno opredeljen šele leta 1995 [19], ko so dokazali obstoj endogenih ligandov – lipidnih 
prenašalcev endokanabinoidov [20] in encimov, ki sodelujejo pri njihovi sintezi in razgradnji 
[21]. Njegovo delovanje pomembno vpliva na razvoj osrednjega živčevja, sinaptično plastičnost 
in odziv celic na endogene in okoljske dražljaje [21] – [23]. Raziskave zadnjih let potrjujejo, da v 
endokanabinoidni sistem vstopajo tudi mediatorji, ki so biokemijsko sorodni endokanabinoidom, 
njihovi receptorji, preko katerih delujejo tudi endokanabinoidi, prekrivajoče se signalne poti ter 
alternativni metabolni procesi, zato modulacija vseh komponent poteka preko razširjenega 




Do sedaj so opredelili dva tipa kanabinoidnih receptorjev, CB1 in CB2, ki sta bila klonirana leta 
1990 in 1993. Sta metabotropna, s proteinom G sklopljena receptorja (GPCR, angl. G protein 
coupled receptor) [23], ki se med seboj razlikujeta v zaporedju aminokislin (44 % homologija 
[24]), v mehanizmih znotrajceličnega signaliziranja, razporeditvi v tkivih in občutljivosti za 
različne substrate [27].  
Receptorji CB1 se večinoma izražajo v osrednjem živčevju, predvsem v korteksu, bazalnih 
ganglijih, hipokampusu in malih možganih, kjer preko presinaptične hiperpolarizacije zavirajo 
sproščanje živčnih prenašalcev [22]. Poleg živčnih celic, receptorje CB1 izražajo tudi astrociti, 
oligodendrociti in mikroglija [28]. Porazdelitev CB1 v osrednjem živčevju se sklada z znanimi 
učinki kanabinoidov, saj raziskave potrjujejo protibolečinski učinek, zmanjšanje občutka slabosti 
in bruhanja ob kemoterapiji, spodbujanje apetita, sprostitev mišičnih krčev pri multipli sklerozi, 
spremembe v sposobnosti mišljenja in kratkoročnega spomina, evforijo ali disforijo in sedacijo 
[27]. V manjšem obsegu so CB1 izraženi tudi zunaj osrednjega živčevja, kjer jih najdemo v 
modih, na simpatičnih živčnih končičih, v črevesju, jetrih, nadledvični žlezi, srcu, žilnem 
endotelu, pljučih, prostati, kostnem mozgu, priželjcu, vranici in tonzilah [24].  
Receptorji CB2 so izraženi predvsem na imunskih celicah (limfociti B in T, monociti in celice 
naravne ubijalke), kjer sodelujejo pri uravnavanju delovanja imunskega sistema [24], [29]. V 
skladu s tem so prisotni v tkivih, odgovornih za nastajanje in uravnavanje imunskih celic 
(vranica, tonzile in priželjc) [30]. Receptorje CB2 so odkrili tudi v velikih možganih in v 
možganskem deblu [31], kjer je njihova prisotnost pomembna predvsem v primeru različnih 
patoloških stanj (odvisnost, vnetje, anksioznost itd.) [32]. Receptorji CB2 so zelo inducibilni, 
njihov nivo izražanja se ob prisotnosti poškodbe tkiva ali vnetja lahko poveča do stokrat in tako 
lažje posredujejo pri zmanjšanju vnetnega procesa [22], [24], [32]. Na živčnih celicah se 
nahajajo postsinaptično, njihova aktivacija pa navadno vodi do zavrtja postsinaptične nevronske 
aktivnosti [32]. Aktivacija CB2 receptorjev zmanjšuje nocicepcijo in uravnava nevropatsko 
bolečino. Študije do sedaj še niso dokazale prisotnosti CB2 na astrocitih [33]. 
Kanabinoidi ohranjajo svojo aktivnost tudi v primeru izbitja genov za receptorje CB1 in CB2, kar 
je vodilo do odkritja nekaterih drugih receptorjev, na katere delujejo (endo)kanabinoidi [24]. 
Ionotropni vaniloidni receptorji tipa 1 (TRPV1, angl. transient receptor potential cation channel 
subfamily V member 1) se v možganih nahajajo na membrani astrocitov [34] ter GABAergičnih 
in glutamatergičnih živčnih celicah hipokampusa in malih možganov. Imajo pomembno vlogo 
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pri prenosu bolečinskih signalov in uravnavanju telesne temperature, sodelujejo pa tudi pri 
uravnavanju razpoloženja in vnetnih procesih [23], [26]. Receptorji GPR55 (angl. G protein-
coupled receptor 55) se, kljub nizki homologiji s CB1 (13 %) in CB2 (14 %), odzivajo na 
dražljaje kanabinoidov in sodelujejo pri zaznavanju bolečine. Najdemo jih v možganih, jetrih, 
vranici, žilnem sistemu, črevesju, tkivih ploda in posteljici [24], [35]. V možganih je GPR55 
močno razširjen, ampak bistveno manj izražen kot CB1 [23]. Predvideva se, da aktivacija GPR55 
okrepi vzdražnost nevronov, ker zavira izhod kalija iz celice in povzroči vdor kalcija, ravno 
nasprotno kot CB1 [36]. Jedrni receptorji PPAR (angl. peroxisome proliferator-activated 
receptors) imajo pomembno vlogo pri uravnavanju metabolizma lipidov, izražanja nekaterih 
genov in ohranjanju ravnovesja glukoze. V povezavi s kanabinoidi omenjajo podtipa PPAR 𝛼 in 
PPAR γ, pri čemer PPAR γ pripisujejo vlogo mediatorja vnetnega odziva [37]. V možganih so 
prisotni na živčnih celicah, astrocitih in mikrogliji [26].  
V primerjavi z delta-9-tetrahidrokanabinolom (∆9-THC), glavno psihoaktivno in evforigeno 
snovjo v konoplji, ki je delni agonist receptorja CB1, so sintezni kanabinoidi izredno močni polni 
agonisti kanabinoidnih receptorjev, ki se z visoko afiniteto vežejo na oba tipa, CB1 in CB2, in 
inducirajo dolgotrajnejše in bolj škodljive učinke. Njihovi metaboliti pogosto ohranijo višjo 
afiniteto do receptorjev kot metaboliti ∆9-THC in sprožajo farmakološke in toksikološke učinke, 
ki so drugačni od učinkov rastlinskega kanabinoida. Prisotnost številnih aktivnih metabolitov v 
primerjavi z ∆9-THC, je zato razlog višje morbiditete, smrtnosti in številnih hospitalizacij, 
povezanih s sinteznimi kanabinoidi [13], [38].  Uporaba sinteznih kanabinoidov kot je npr. Spice 
Gold, lahko povzroči relativno hude odtegnitvene sindrome pri posameznikih, ki so nenadoma 
prekinili uporabo, v obliki pojava močne želje po drogi, povišanega krvnega tlaka, slabosti, 
tremorja, nočnih mor in izdatnega potenja [39]. 
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Slika 2. Znotrajcelični mehanizmi kanabinoidnega receptorja CB1. Vezava sinteznega kanabinoida na 
receptor povzroči aktivacijo Gi/Go proteinov in signalno pot ß-arestina. Posledica prve je zavrtje nastajanja 
cAMP, udeleženega pri uravnavanju številnih presnovnih procesov (glikogenoliza, lipoliza). Pride tudi do 
zaprtja kalcijevih kanalov (tipa N in P/Q) in aktivacije GIRK kanalov, ki iz celice prepuščajo K+ , kar 
vpliva na električno vzdražnost nevronov. Sledi fosforilacija receptorja in internalizacija s pomočjo ß-
arestina. Obe poti lahko stimulirata tudi MAPK, vključene v procese celične proliferacije, nadzora 
celičnega cikla in celične smrti ter uravnavanja sinaptične plastičnosti. Sintezni kanabinoidi se prav tako 
vežejo na TRP receptorje, kar povzroči vdor Ca2+ ionov v celico.  
Okrajšave: cAMP: 3’,5' ciklični adenozin monofosfat; GIRK: kalijevi kanali, katerih prepustnost uravnava 
protein G; MAPK: z mitogenom aktivirane protein-kinaze; TRP: kanali prehodnih receptorskih 
potencialov. Prirejeno po [40].  
 
Najpogostejši način jemanja sinteznih kanabinoidov je inhalacija s kajenjem elektronskih cigaret. 
Glavne sestavine tekočine, ki se ob segrevanju spremeni v aerosol, so nikotin, vlažilci, arome in 
voda, pa tudi prepovedane droge, predvsem klasični (konopljino olje) in sintezni kanabinoidi, 
pogosto novi kumilaminski derivati [41] [42] [43]. Uživajo se tudi peroralno, vendar plazemska 
koncentracija hitreje doseže vrh (Cmax) in s tem tudi pojav psihotropnih učinkov po kajenju. Tako 
je Cmax zaradi zelo hitre absorpcije, odvisne od števila vdihov, globine in zadrževanja vdiha, po 
inhalaciji dosežen že po 5 do 20 minutah, po peroralnem zaužitju pa šele po 1 uri in 35 minutah. 
Peroralno uživani sintezni kanabinoidi se namreč absorbirajo veliko počasneje, na absorpcijo pa 
vpliva hitrost razpada v želodcu, metabolizem prvega prehoda in hitrost reabsorpcije.  
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Porazdelitev sinteznih kanabinoidov je v skladu z modelom z več predelki. Zaradi lipofilne 
narave imajo velik navidezni volumen porazelitve, pri kroničih uporabnikih pa pride do 
akumulacije v maščobnem tkivu in postopne redistribucije v krvni obtok [44]–[48]. Metabolizem 
poteka v jetrih, pljučih, črevesni steni in v osrednjem živčevju. V prvi stopnji se hidroksilirajo 
(oksidirajo) s pomočjo različnih citokrom P450 oksidaz, v drugi stopnji pa poteče konjugacija 
preko uridin-difosfat-glukuronil-transferaz (UGT) do glukuronidiranega konjugata, ki je 
vodotopen in se izloči preko urina [13], [49]. Zaradi metabolizma preko CYP450 encimov lahko 
pride do interakcij z zdravili, ki se presnavljajo s pomočjo enakih izooblik [13]. Na klinično 
pomembnost interakcij vplivajo številni faktorji, kot so odmerek, moč vezave snovi na encim, 
časovno zaporedje in način administracije, pogostost njihove uporabe in lastnosti uporabnika 
[50], [51]. Valprojska kislina (antiepileptik) in sertralin (antidepresiv) močno zavirata CYP 2C9, 
ciprofloksacin (antibiotik) in fluvoksamin (antidepresiv) pa CYP 1A2, s čimer se podaljšuje čas 
eliminacije kanabinoidov iz organizma. Poleg tega je CYP 2C9 zelo polimorfen in odgovoren za 
presnovo številnih klinično pomembnih zdravil kot so varfarin (antikoagulant), fenitoin 
(antiepileptik), tolbutamid (antidiabetik), losartan (antihipertenziv) in ibuprofen (NSAR) [13]. Na 
drugi strani sintezni kanabinoidi prav tako delujejo zaviralno na različne izooblike CYP450 in 
UGT in tako potencialno vplivajo na učinkovitost oz. prekomerno toksičnost sočasno 
uporabljenih zdravil [52], [53].  
  
 10 
1.4. kumil-PINACA  
Leta 2014 je EMCDDA prvič poročala o pojavu karboksamidnega tipa sinteznih kanabinoidov, 
sintetiziranih iz kumilamina [54]. Na osnovi strukture heterocikličnega obroča, ki vsebuje dušik, 
so te snovi razdelili na indazol-, indol- in 7-azaindol-karboksamide [54], [55]. V Sloveniji smo 
septembra 2014 na mednarodnem letališču v Ljubljani pri treh letaliških delavcih zabeležili 
zastrupitev z neznano, viskozno, lepljivo snovjo, s katero so prišli v stik preko kože, pri 
prenašanju poškodovanih steklenic, označenih kot ''prehrambeni dodatki''. Do transdermalne 
zastrupitve je prišlo zaradi lipofilnosti snovi, posledica katere je bil pojav resnega 
kanabinoidnega sindroma, ki je zahteval dvodnevno hospitalizacijo. Opaženi klinični znaki 
zastrupitve so bili midriaza, motnje vida, slabost, bruhanje, ataksija, vrtoglavica, zaspanost, 
zmedenost, tahikardija in v enem primeru ortostatska hipotenzija [56]. Kvalitativna toksikološka 
analiza s pretočno citometrijo s tandemsko masno spektrometrijo (LC-MS/MS) je razkrila 
prisotnost indazol-3-karboksamidnega sinteznega kanabinoida, s kemijskim imenom 1-pentil-N-
(2-fenilpropan-2-il)-1H-indazol-3-karboksamid, kar je potrdila tudi analiza z jedrsko magnetno 
resonanco (NMR) [56]. Odkriti sintezni kanabinoid je med uporabniki znan kot kumil-PINACA 
ali SGT-24 (Slika 3). 
 
 
Slika 3. Strukturna formula sinteznega kanabinoida kumil-PINACE. 
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Farmakološke lastnosti kumil-PINACE (SGT-24) so slabo poznane. V patentni prijavi iz leta 
2014 je opisan kot polni agonist humanih receptorjev CB1 (EC50 = 0,15 nM) in CB2 (EC50 = 0,41 
nM), izraženih na CHO celicah, in kot potencialna farmakološko aktivna snov, ki bi jo lahko 
uporabili za zdravljenje bolečine in slabosti ter za spodbujanje apetita in razpoloženja [57]. 
Longworth s sodelavci [58] je na mišjih AtT-20 neuroblastomskih celicah potrdil 
kanabinomimetično delovanje SGT-24, ki preko vezave na receptorje CB1 (EC50 = 2,3 nM) 
sproži aktivacijo kalijevih kanalov, katerih prepustnost uravnava protein G (angl. G-protein 
sensitive inward- rectifying potassium channel – GIRK). Raziskava je pokazala, da ima SGT-24 
50-krat višjo afiniteto do receptorja CB1 kot do receptorja CB2. Visoko afiniteto vezave do 
receptorja CB1 (EC50 = 0,06 nM), kamor se veže kot polni agonist, je potrdil tudi test za merjenje 
nivojev cAMP, po vezavi na receptor sklopljen s proteinom G [41]. Predvideva se, da kumilna 
skupina poveča moč, saj se je izkazal za veliko močnejšega od ostalih sinteznih kanabinoidov, 
kot je npr. JWH-018 z EC50  = 1.13 nM. Asada in sodelavci [59] so s pomočjo vezavnih študij z 
[35S]GTPγS, ki omogočajo proučevanje aktivacije proteina G, pokazali, da se SGT-24 na 




Shema 1. Predpostavljeni glavni metaboliti faze I metabolizma kumil-PINACE zaznani v urinu po 
peroralnem zaužitju prostovoljca. Za primerjavo so dodani še ustrezni signali analize na človeških jetrnih 
mikrosomih (pHLM). Položaj hidroksilnih skupin, na indazolskem obroču spojine A06, je predviden in v 
resnici ni bil potrjen. Prirejeno po [41]. 
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Sintezni kanabinoidi so podvrženi obsežnemu metabolizmu, zato je poznavanje metabolnih poti 
in glavnih metabolitov ključno za njihovo določitev v bioloških vzorcih. Metabolna pot SGT-24 
v fazi I je bila potrjena tako v pogojih in vitro na človeških jetrnih mikrosomih (pooled human 
liver microsome – pHLM; [41], [60]), kot v pogojih in vivo na prostovoljcu [41]. Po oralni 
aplikaciji 0,6 mg je bila maksimalna serumska koncentracija 0,1 ng/mL dosežena po 6 urah, po 
17 urah pa SGT-24 v serumu niso več zaznali. Proučevani kanabinoid je podvržen oksidaciji N-
pentil stranske verige, ki jo katalizirajo encimi CYP450, poteče pa tudi hidroksilacija kumilne 
skupine in tvorba dihidrodiola na indolnem obroču (Shema 1). Glavni presnovek v urinu je 
monohidroksiliran metabolit (A08), ki ga je bilo moč izmeriti v urinu še 8 dni po aplikaciji, zato 
bi lahko bil kandidat za  uporabo v urinskih testih pri npr. abstinenčni kontroli.  
Znano je, da je SGT-24 zdravju škodljiva snov, ki deluje na kanabinoidni sistem. Z raziskavo 
vpliva SGT-24 na funkcijo živčnih celic in astrocitov ter receptorjev, udeleženih pri njegovem 





2. NAMEN DELA IN DELOVNE HIPOTEZE  
Sintezni kanabinoidi pogosto veljajo za varno, cenovno ugodno in legalno alternativo konoplji. 
Njihova rekreativna uporaba predstavlja, zaradi pogostih nepredvidljivih akutnih kliničnih 
učinkov, resen zdravstveni problem. Znano je, da sintezni kanabinoidi vplivajo na osrednje 
živčevje vendar pa so mehanizmi njihovega delovanja, zaradi kompleksnosti 
endokanabinoidnega sistema, slabo poznani.  
SGT-24 je sintezni kanabinoid, ki je bil prvič opisan v Sloveniji, ko je po nenamerni 
transdermalni aplikaciji povzročil hud kanabinoidni sindrom z močnim vplivom na delovanje 
osrednjega živčevja [56]. V raziskovalni nalogi bomo preučili neposredni vpliv SGT-24 na 
funkcijo živčnih celic, ki so visoko specializiran tip celic in temeljni gradniki osrednjega živčevja 
[61] ter na funkcijo astrocitov, najštevilnejših celic glije, ki zagotavljajo metabolno in trofično 
podporo živčnim celicam, uravnavajo sinaptično plastičnost in sodelujejo pri prenosu informacij 
[62]. 
 
V magistrski nalogi bomo preverili naslednje delovne hipoteze: 
 
o Živčne celice in astrociti možganske skorje podgane izražajo kanabinoidne receptorje  
 
Na celicah osrednjega živčevja se nahajajo receptorji endokanabinoidnega sistema in s tem 
sistemom povezani receptorji, njihova razporeditev, gostota in molekularne lastnosti so odvisne 
od tipa celic, možganskega predela, stopnje zrelosti in bolezenskih stanj [24], [27]. Ti receptorji 
so farmakološka tarča sinteznih kanabinoidov. Na modelnem sistemu primarnih nevronskih 
celičnih kultur možganske skorje fetalnih podgan in astrocitov možganske skorje novorojenih 
podgan, bomo preverili izražanje kanabinoidnih receptorjev CB1 in CB2 ter receptorjev PPAR γ, 





o SGT-24 ima ob akutni izpostavljenosti citotoksični vpliv na živčne celice in astrocite 
 
Izpostavljenost celic osrednjega živčevja škodljivim vplivom lahko okrne njihovo funkcijo [63]. 
V nalogi bomo preverili, kako se pod vplivom SGT-24 spremeni viabilnost in znotrajcelični nivo 
ATP ter proučili možnost proženja različnih procesov regulirane celične smrti in z njo povezanih 
glavnih indikatorjev (kaspaza 3/7, laktat-dehidrogenaza). 
 
o Nevrotoksičnost SGT-24 je receptorsko uravnavan proces 
 
Sintezni kanabinoidi so močni polni agonisti kanabinoidnih receptorjev, vežejo pa se tudi na 
druge receptorje ter preko njih inducirajo dolgotrajne in pogosto škodljive učinke [13], [38]. S 
pomočjo selektivnih antagonistov bomo preverili, ali je nevrotoksični vpliv SGT-24 na 
viabilnost živčnih celic in astrocitov receptorsko uravnavan proces. 
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3. MATERIALI IN METODE 
3.1. Materiali 
Poskusne živali  
Za pripravo primarnih nevronskih celičnih kultur smo uporabili 18 dni stare fetuse datumsko 
parjenih Wistar podgan, za pripravo celičnih kultur astrocitov pa novorojene podgane seva 
Wistar, stare od 1 do 3 dni, vzgojene v Medicinskem eksperimentalnem centru Medicinske 
fakultete v Ljubljani. Primarne nevronske celične kulture je pripravljala dr. Klara Bulc Rozman z 
Inštituta za patološko fiziologijo. Usmrtitev živali smo priglasili na Veterinarsko upravo 
Republike Slovenije (potrdilo št. 34401-87/2008/3 za  astrocite in potrdilo št. U34401-3/2013/ 
za nevrone). Postopke smo izvedli v skladu z Evropsko konvencijo št. 123 za zaščito 
vretenčarjev, ki se uporabljajo v poskusne in druge zdravstvene namene.  
Priprava primarnih celičnih kultur živčnih celic   
- CMF-HBSS calcium- magnesium-free Hank´s balanced solution, pH 7,2 – 7,4 (Sigma-Aldrich, 
St. Louis, ZDA), 
- DN-aze (Roche diagnostic), 
- citozin arabinozid (Sigma-Aldrich, St. Louis, ZDA), 
- steklenice, petrijevke in mikrotitrske plošče za gojenje celičnih kultur  (NUNC, Roskilde, 
Danska). 
Gojišče in pufri:  
- boratni pufer (0,1 M: 1,90 g Na-tetraborata + 1,24 g borove kisline v 400 ml MQ, pH 8,5), 
- založna raztopina poli-l-lizina (PLL) (Sigma-Aldrich, St. Louis, ZDA, P1524 – 25mg, raztopljeno 
v 25 ml boratnega pufra za koncentracijo 1 mg/ml), 







Preglednica  III. Sestava celičnih medijev za pripravo celičnih kultur živčnih celic. 
 
Priprava primarnih celičnih kultur astrocitov 
- Leibowitzev medij (L-15), 
- Dulbeccov modificiran medij Eagle s Hamovo hranilno mešanico F-12 (DMEM/F12) v 
razmerju 1:1, 
- fetalni goveji serum (FBS), 
- penicilin-streptomicin (10.000 U Pen/ml , 10.000 µg Strep/ml) (P/S), 
- fosfatni pufer z NaCl (PBS), 
- Dulbeccov fosfatni pufer z NaCl (DPBS), 
- Tripsin, 2,5 %, 
(Vse našteto: Gibco, Life Technologies, Carlsbad, ZDA.) 
- 7,5 % natrijev hidrogenkarbonat za celične kulture (NaHCO3) (Sigma-Aldrich, St. Louis, ZDA), 
- steklenice, petrijevke in plošče za gojenje celičnih kultur (NUNC, Roskilde, Danska). 
Sintezni kanabinoid 
- Kumil-PINACA (prijazno priskrbel prof. dr. Miran Brvar s Centra za klinično toksikologijo in 
farmakologijo Univerzitetnega kliničnega centra Ljubljana). 
Antagonisti kanabinoidnih receptorjev 
- AM 251 - selektiven antagonist/inverzni agonist receptorja CB1, 
- AM 630 - antagonist receptorja CB2,  
- T 0070907 - antagonist receptorja PPAR γ, 
- AMG 9810 - antagonist receptorja TRPV1,  
- ML 193 - antagonist receptorja GPR55, 
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- BIO-RAD komplet za določevanje proteinov (Bio-Rad Laboratories, München, Nemčija), 
- ATPlite™ 1 step (Perking Elmer, Boston, USA), 
- alamarBlue® Cell Viability Reagent (Invitrogen, Molecular Probes Inc., Eugen, ZDA), 
- Caspase-Glo® 3/7 Assay (Promega Corporation, Madison, ZDA), 
- CytoTox-ONE™ Homogeneous Membrane Integrity test (Promega Corporation, Madison, 
ZDA), 
- aneksin V/fluorescin izotiocianat (aneksin V-FITC)/7-aminoaktinomicin D (7-aad) komplet 
reagentov (Beckman Coulter, Inc, Brea, Kalifornija, ZDA), 
- RNAqueous®- Micro Kit (Ambion, Life Technologies, Carlsbad, ZDA), 
- High Capacity Reverse Transcription reagent (Applied Biosystems, Life Technologies, Carlsbad, 
ZDA), 
- TaqMan Gene Expression Master mix (Applied Biosystems, Life Technologies, Carlsbad, ZDA). 
Pretočna citometrija 
- 2-7-diklordihidrofluorescin diacetat (DCFH-DA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, ZDA), 
- steklenice in petrijevke za celične kulture (TPP AG, Trasadingen, Švica). 
Oprema 
- čitalec za mikrotitrske plošče (SynergyHT, Bio Tek, Winooski, ZDA,), 
- pretočni citometer Quanta SC MPL (Beckman Coulter, Inc, Brea, Kalifornija, ZDA), 




3.2.1. Priprava primarnih kultur živčnih celic 
Pred nasaditvijo celic smo petrijevke prevlekli z raztopino poli-l-lizina (PLL), ki smo jo 
pripravili iz 1 mg/ml PLL in boratnega pufra v razmerju 1:1. V petrijevke smo odpipetirali 
raztopino PLL in 1 uro inkubirali v laminariju. Nato smo jih spirali 1 x 10 min in 1 x 60 min s 
sterilno MQ in jo na koncu odstranili. Priprte plošče smo pustili v laminariju, kjer so se posušile. 
Suhe smo takoj uporabili, ali pa jih, oblepljenje s parafilmom, shranili v hladilnik. Datumsko 
parjeno podgano smo uspavali s CO2, izolirali 18 dni stare fetuse in jih dekapitirali ter aseptično 
izolirali možgane. Po odstranitvi možganskih ovojnic smo očistili korteks in tkivo s skalpelom 
razrezali na manjše koščke, ki smo jih s trituriranjem s stekleno pipeto ob prisotnosti DN-aze 
ločili na posamezne celice. Celice smo prešteli in jih ustrezno razredčili v mediju za nasaditev. V 
petrijevke, prevlečene s poli-l-lizinom, smo nasadili 53 000 celic/cm2. Gojili smo jih v vlažni 
atmosferi s 5 % CO2 pri temperaturi 37 ºC. Polovico medija smo dvakrat tedensko zamenjali s 
sveže pripravljenim medijem za vzdrževanje kulture. Ob prvi menjavi medija na DIV3 smo 
nevronskim kulturam dodali 5 µM citozin arabinozid, ki deluje na celice, ki se delijo. Poskuse 
smo izvedli na 11 dni starih celičnih kulturah (DIV11).  
 
3.2.2. Priprava primarnih kultur astrocitov  
Primarne kulture astrocitov možganske skorje novorojenih podgan smo pripravili po metodi 
opisani v Mele in Jurič (2013) [64]. Novorojene podgane, stare od 1 do 3 dni, smo žrtvovali z 
dekapitacijo in jim aseptično odvzeli možgane. Po odstranitvi možganskih ovojnic smo 
možgansko skorjo ločili od preostalih možganov skozi sterilno najlonsko mrežico s premerom 
por 75 µm ter tkivo mehansko razdružili v inkubacijski medij. Celice smo gojili v steklenicah za 
gojenje celičnih kultur v vlažni atmosferi s 5 % CO2 in 90 % zraka pri temperaturi 37 ºC. Medij 
smo redno menjavali in spremljali rast celičnih kultur pod mikroskopom. Skoraj konfluentno 
kulturo smo trikrat stresali čez noč, pri temperaturi 37 ºC pri 200 obratih/min, jih presadili v nove 
steklenice za gojenje celičnih kultur, pri čemer smo uporabili 0,25 % raztopino tripsina, in jih 
nato v enakih razmerah gojili do popolne konfluentnosti od 10 do 14 dni. Za izvedbo poskusov 
smo celice presadili na petrijevke s premerom 35 mm ali na mikrotitrske plošče in jih tretirali s 
sinteznim kanabinoidom SGT-24.  
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3.2.3. Tretiranje celičnih kultur s SGT-24 in antagonisti kanabinoidnih 
receptorjev  
Primarne kulture živčnih celic in astrocitov možganske skorje podgane smo izpostavili SGT-24, 
v koncentracijskem območju od 0,1 do 5 µM in izvedli inkubacijo v časovnih intervalih od 1 do 
24 ur. Preliminarni poskusi viabilnosti so pokazali, da kanabinoid že pri 0,5 µM koncentraciji 
povzroči značilni upad presnovne aktivnosti na obeh preiskovanih tipih celic (Slika 5). Z izbrano 
koncentracijo smo izvedli vse nadaljnje poskuse, s pomočjo katerih smo določevali časovno 
odvisnost vpliva SGT-24 na celično viabilnost, znotrajcelične nivoje ATP, aktivnost laktat 
dehidrogenaze (LDH) in aktivnost kaspaze 3/7. Udeleženost kanabinoidnih receptorjev pri 
citotoksičnem delovanju sinteznega kanabinoida smo preverili s pomočjo selektivnih 
antagonistov. Celice smo 30 minut inkubirali, ob prisotnosti 5 µM antagonista receptorja CB1 
(AM 251), antagonista receptorja CB2 (AM 630), antagonista receptorja PPAR γ (T 0070907), 
antagonista receptorja TRPV1 (AMG 9810) ali antagonista receptorja GPR55 (ML 193) ter jih 
nato skupaj s posameznim antagonistom za 24 ur izpostavili  0,5 µM SGT-24.    
3.2.4. Verižna reakcija s polimerazo v realnem času (qRT-PCR) 
Izolacija RNA 
Za izolacijo RNA smo uporabili komplet reagentov RNAqueous®-Micro Kit (Ambion, Life 
Technologies, Carlsbad, ZDA). Komplet sestavljajo:  
lizni pufer 
reagent za spiranje 1 
reagent za spiranje 2/3 
raztopina za izpiranje RNA 
mikroepruvete 
kolone za lovljenje RNA (Micro Filter Cartridge Assembly) 
DNaza pufer I (10x) 
DNaza I  
DNaza inaktivacijski reagent. 
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Vzorce netretiranih živčnih celic in astrocitov, predhodno shranjenih v RNAlater, smo 
centrifugirali 5 min pri 7000 obratih/min in odlili supernatant. Usedlini smo dodali 100 µl 
liznega pufra in po temeljitem vorteksiranju dodali še 50 µl absolutnega etanola ter ponovno 
dobro premešali. Mešanico smo nanesli na kolone za lovljenje RNA in jih centrifugirali 10 s pri 
13000 obratih/min. Kolone smo sprali s 180 µl reagenta za spiranje 1 in ponovili postopek 
centrifugiranja. Vzorce smo nato še 2x sprali s 180 µl reagenta za spiranje 2/3. Po vsakem 
spiranju smo ponovili postopek centrifugiranja 10 s pri 13000 obratih/min in na koncu vzorce 
dodatno centrifugirali 1 min pri 13000 obratih/ min. Potem smo vzorcem dodali 10 µl, na 75 ºC 
ogrete raztopine za izpiranje RNA, inkubirali 1 minuto na sobni temperaturi, jih centrifugirali 30 
s pri 12000 obratih/min in postopek ponovili. Vzorcem smo zatem dodali po 2 µl DNaza pufra I 
(10 x) in po 1 µl encima DNaze I in jih inkubirali 20 min pri 37 ºC. Po končani inkubaciji smo 
vzorcem dodali 2 µl DNaza inaktivacijskega reagenta in na sobni temperaturi inkubirali 2 min, 
nato pa centrifugirali 1,5 min pri 13000 obratih/ min. Za konec smo vzorce prenesli v sveže 
mikroepruvete in jih shranili pri –70 ºC do nadaljnjih poskusov. 
Obratna transkripcija 
Za obratno transkripcijo smo uporabili komplet High Capacity Reverse Transcription reagent 
(Applied Biosystems, Life Technologies, Carlsbad, ZDA). Komplet sestavljajo:  
pufer za obratno transkripcijo (10x) 
deoksiribonukleozid-5'-trifosfat (dNTP) (25x) 
naključni začetni oligonukleotidi (10x) 
encim MultiScribe 
RNazni inhibitor 




V vzorce z 10 µl izolirane RNA smo dodali:  
2 µl pufra za obratno transkripcijo (10x) 
0,8 µl deoksiribonukleozid-5'-trifosfata (dNTP) (25x) 
2 µl naključnih začetnih oligonukleotidov (10x) 
1 µl encima MultiScribe 
1 µl RNaznega inhibitorja 
3,2 µl sterilne vode brez nukleaz. 
Vzorce smo nato inkubirali v pomnoževalniku DNA (GeneAmp PCR System 2400, Perkin 
Elmer, ZDA) po programu:  
Temperatura 25 ºC 37 ºC 85 ºC 4 ºC 
Čas 10 min 120 min 5 min ∞ 
Po končani inkubaciji smo jih shranili pri –70 ºC do nadaljnjih poskusov.  
qRT-PCR reakcija 
qRT-PCR reakcijo smo izvedli za receptorje CB1, CB2, PPAR γ, TRPV1, GPR-55 in GAPDH 
(hišni gen), z uporabo TaqMan sond (Applied Biosystems, Life Technologies, Carlsbad, ZDA). 
Za vsak vzorec smo pripravili dve različni razredčitvi cDNA, pri čemer smo za 1 vzorec zmešali 
0,5 µl TaqMan sonde, 5 µl TaqMan univerzalne mešanice za izražanje genov in 2,5 µl vode brez 
nukleaz. Na optične plošče s 96 luknjicami smo napipetirali po 2 µl vzorca in 8 µl mešanice. 
Nato smo jih pokrili s samolepilno folijo in 2 min centrifugirali pri 1000 g. Pomnoževanje, 
detekcijo in kvantifikacijo cDNA smo izvedli s pomočjo ABI PRISM 7500 Fast (Applied 
Biosystems, Life Technologies, Carlsbad, ZDA) z univerzalnim protokolom pomnoževanja (2 
min pri 50 ºC, 10 min pri 96 ºC in 40 ciklov pomnoževanja sestavljenih iz 15 sekund pri 95 ºC in 
1 minute pri 60 ºC).  
Za analizo podatkov smo uporabili primerjalno Ct (cycle threshold) metodo (2-[delta][delta]Ct, pri 
čemer je [delta][delta]Ct = [delta]Ct, tretiranih - [delta]Ct, kontrolnih). Za vsak vzorec smo fluorescenčni 
prag (Ct) za tarčni gen normalizirali na endogeno kontrolo (GAPDH) in končne rezultate 
primerjali z ekspresijo CB1.  
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3.2.5. Določanje vsebnosti proteinov  
Za primerjavo rezultatov obeh celičnih kultur smo izmerjene vrednosti normalizirali na vsebnost 
proteinov v posameznem vzorcu. Za ovrednotenje vsebnosti proteinov smo uporabili Bio-Rad 
Protein Assay, ki temelji na metodi po Brafordu, ki je preprost in natančen postopek za določanje 
koncentracije solubiliziranih proteinov. Test je osnovan na dodatku kislega barvila Coomassie® 
Brilliant Blue G-250, ki se specifično veže na aminokislinske ostanke proteinov. Sprememba 
barve vzorca je sorazmerna s koncentracijo proteinov v vzorcu [65]. 
Postopek:  
Umeritvena krivulja:  
1. Pripravili smo standardno raztopino koncentracije 1µg/ml z uporabo 158,3 µl govejega 
serumskega albumina in 41,7 µl bidestilirane vode.  
2. V epruvete smo odpipetirali standardno raztopino v koncentracijah od 0 do 50 µg/ml in jih 
dopolnili do 800 µl z bidestilirano vodo.  
3. V vsako epruveto smo dodali 200 µl reagenta Bio-Rad Protein Assay in zmešali z uporabo 
vorteksa.  
4. Na mikrotitrsko ploščo smo v prazne luknjice nanesli 200 µl pripravljene raztopine v dveh 
ponovitvah.  
Priprava vzorcev:  
1. Celice smo razgradili s pomočjo 10 µl NaOH (0,5 M) tako, da smo mikrotitrsko ploščo 10 min 
stresali pri 200 obratih/min.  
2. V vsako luknjico, ki je vsebovala 10 µl vzorca, smo dodali 150 µl bidestilirane vode in 40 µl 
reagenta Bio-Rad Protein Assay.  
3. Po 20-minutni inkubaciji na sobni temperaturi smo absorbanco obarvanega produkta izmerili 
spektrofotometrično pri valovni dolžini 595 nm z referenčno vrednostjo pri 600 nm,in sicer s 
čitalcem za mikrotitrske plošče (SynergyHT, Bio Tek, Winooski, ZDA). 
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3.2.6. Viabilnostni test 
Citotoksičnost kanabinoidov smo spremljali s testom viabilnosti alamarBlue®, ki je osnovan na 
sposobnosti presnovno aktivnih celic, da pretvorijo resazurin, aktivno sestavino reagenta, ki 
prehaja v celico, v fluorescirajoči produkt resorufin. Signal, v našem primeru absorbanca, je 
sorazmeren s številom živih celic, ki so presnovno aktivne in reducirajo resazurin v resorufin.  
Postopek:  
1. Celice smo nasadili na prozorne mikrotitrske plošče in jih za ugotavljanje koncentracijske 
odvisnosti delovanja SGT-24 izpostavili koncentracijam 0.1, 0.5, 1 in 5 µM za 24 ur, za 
ugotavljanje časovne odvisnosti delovanja pa 0,5 µM  SGT-24 v časovnem intervalu od 1 do 24 
ur . 
2. V vsako luknjico smo nato, v zatemnjeni aseptični komori, dodali 10 µl reagenta alamarBlue®.  
3. Mikrotitrske plošče smo 2-3 ure inkubirali pri 37 ºC nato pa spektrofotometrično izmerili 
absorbanco pri valovni dolžini 570 nm z referenčno vrednostjo pri 600 nm s čitalcem za 
mikrotitrske plošče (SynergyHT, Bio Tek, Winooski, ZDA), jo normalizirali na vsebnost 
proteinov in izrazili kot A (absorbanca)570/600/mg proteina. 
 
3.2.7. Določanje znotrajcelične koncentracije adenozin-5’-trifosfata 
(ATP) 
ATP je glavni prenašalec znotrajcelične energije [66] in pomembna zunajcelična signalna 
molekula [67]. Je dober pokazatelj celične viabilnost, ker je prisoten v vseh delujočih celicah in, 
v primeru nekroze ali apoptoze, njegova koncentracija hitro pade. Za določitev znotrajcelične 
koncentracije ATP-ja smo uporabili test ATPlite™ 1 step, luminescenčno metodo, ki temelji na 
reakciji med ATP-jem, luciferazo in D-luciferinom. Ob reakciji je emitirana svetloba sorazmerna 






1. Celice smo nasadili na bele mikrotitrske plošče in jih izpostavili 0,5 µM  SGT-24 v časovnem 
intervalu od 1 do 24 ur; kontrolne celice smo inkubirali v standardnih razmerah.  
2. Vzorcem in mediju, ki je služil kot slepi vzorec, smo dodali 100 μL reagenta ATPlite™, ki smo 
ga predhodno ogreli na sobno temperaturo.  
3. Mikrotitrsko ploščo smo 2 min stresali na orbitalnem mešalniku pri 700 obratih/min. 
4. Luminescenco smo izmerili s čitalcem za mikrotitrske plošče (SynergyHT, Bio Tek, Winooski, 
ZDA), jo normalizirali na vsebnost proteinov in izrazili kot RLU (relative light units)/mg 
proteina. 
3.2.8. Analiza celične smrti s pretočnim citometrom  
Obdelava celic  
Po 24-urni inkubaciji živčnih celic in astrocitov z 0,5 µM SGT-24 smo celice 22 ur regenerirali v 
mediju brez SGT-24. Nato smo iz petrijevk odstranili medij, jim dodali 500 µl tripsina in 
inkubirali 20 min (astrociti) oz. 5 min (nevroni) na 37 ºC. Po inkubaciji smo petrijevke rahlo 
pretresli in s pomočjo mikroskopa preverili ali so se odlepile od podlage. V 1,5 ml plastične 
epruvete smo nato prenesli po 500 µl suspenzije celic (z gostoto približno 5 x 106 celic/ml) v 
tripsinu. 
Barvanje celic z aneksinom V-FITC in 7-aminoaktinomicinom D (7-AAD)  
Celice smo vzporedno barvali s kombinacijo dveh, med seboj kompatibilnih barvil aneksina V-
FITC in 7-AAD. Protein aneksin V se specifično veže na fosfatidilserin, ki se v normalno 
delujočih celicah nahaja na notranji strani celične membrane, v primeru sprožitve apoptoze pa se 
s pomočjo translokaze prestavi na zunanji del, kjer postane dostopen za vezavo aneksina V [69], 
[70]. Za pridobitev signala je označen s fluorokromom V-FITC. Izmerjen fluorescentni signal je 
sorazmeren s številom zgodnje apoptotičnih celic. 7-AAD je fluorescentno barvilo, ki membrane 
prosto ne prehaja. Celice z izgubljeno membransko integriteto, na primer nekroptotične, 
nekrotične in pozno apoptotične celice, postanejo prepustne za 7-AAD, ki tedaj vstopi v celico in 
se tam veže v dvojno vijačnico DNA [70]. Izmerjen fluorescentni signal je sorazmeren s 
številom nekroptotičnih celic.  
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Vzorce smo centrifugirali pri 400 x G in 4 ºC tri minute. Odstranili smo ves supernatant, dodali 
500 µl ledeno hladnega PBS in ponovili postopek centrifugiranja in odstranjevanja supernatanta. 
Celice smo nato ponovno razredčili v 100 µl ledeno hladnega 1X vezavnega pufra. V vsak 
vzorec, razen v nebarvano kontrolo, smo najprej dodali 20 µl 7-AAD in nato še 10 µl raztopine 
aneksina V-FITC ter s pipetiranjem večkrat nežno premešali. Po 15-minutni inkubaciji v temi na 
4 ºC smo dodali še 200 µl 1X vezavnega pufra in nežno premešali s pipetiranjem. Pobarvane 
celice smo v roku 30 minut analizirali s pretočnim citometrom, na ELISA plošči, na katero smo 
napipetirali po 200 µl vsakega vzorca. Tako celice kot reagente smo imeli ves čas postopka na 
ledu.  
Merjenje s pretočnim citometrom  
Poskus smo izvedli s pretočnim citometrom Quanta SC MPL. Deluje s pomočjo 22 mW 
argonskega laserja, ki oddaja svetlobo valovne dolžine 488 nm. Analizirali smo 10 000 celic iz 
vsakega vzorca. Izmerili smo njihov elektronski volumen, stransko sipanje in fluorescenco 
fluorokroma FITC in 7-AAD. FITC smo detektirali s pomočjo filtra 525 BP (FL1), za detekcijo 
7-AAD pa smo uporabili filter 670 LP (FL3). Rezultati meritev so nam podali informacijo o 
odstotku živih, zgodnje apoptotičnih, nekroptotičnih in sekundarno nekrotičnih celic.  
3.2.9. Določanje aktivnosti kaspaze 3/7 
Kaspaze imajo ključno vlogo pri uravnavanju apoptoze. Kaspazi 3 in 7 delujeta izvršilno, zato je 
merjenje njune aktivnosti smiselno za ugotavljanje prisotnosti apoptotičnih celic v vzorcu. 
Komplet Caspase-Glo® 3/7 vsebuje substrat, specifičen za kaspazi 3 in 7, DEVD-
aminoluciferin, ki se ob aktivnosti kaspaz 3 in 7 pretvori v fluorescirajoči aminoluciferin. 
Izmerjena fluorescenca je sorazmerna z aktivnostjo kaspaz v vzorcu [71].  
Postopek:  
1. Celice smo nasadili na bele mikrotitrske plošče in jih izpostavili 0,5 µM SGT-24 v časovnem 
intervalu od 1 do 24 ur; kontrolne celice smo inkubirali v standardnih razmerah.  
2. Vzorcem smo dodali 20 µl reagenta Caspase-Glo®.  
3. Mikrotitrsko ploščo smo 30 s stresali na 500 obratih/min.  
4. Po 30-minutni inkubaciji na sobni temperaturi smo izmerili luminescenco, s čitalcem za 
mikrotitrske plošče (SynergyHT, Bio Tek, Winooski, ZDA).  
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3.2.10. Določanje aktivnosti laktat dehidrogenaze (LDH) 
Posledica delovanja citotoksinov je lahko poškodba celične membrane in posledično sproščanje 
laktat dehidrogenaze (LDH) iz citoplazme v okolje, kar se pogosto uporablja za določanje števila 
neživih celic. CytoTox-ONE™ Homogeneous Membrane Integrity Assay (Promega 
Corporation, Madison, ZDA) temelji na merjenju fluorescenčnega signala, ki nastane ob 
encimski reakciji pretvorbe resazurina v resorufin ob prisotnosti LDH [72]. Postopek smo 
izvajali v zatemnjenem laminariju.   
1. Celice smo nasadili na prozorne mikrotitrske plošče in tretirali z 0,5 µM SGT-24 v časovnih 
intervalih od 1 do 8 ur. 
2. Na črno mikrotitrsko ploščo za merjenje fluorescence smo odpipetirali 20 µl medija brez celic, 
kot negativno kontrolo, pozitivno kontrolo, z dodanima 2 µl liznega pufra, in s SGT-24 tretirane 
vzorce, v dveh paralelkah.  
3. V vsako luknjico smo dodali 20 µl CytoTox-ONE™ reagenta, mikrotitrsko ploščo prekrili s 
folijo in stresali 30 s pri 700 obratih/min.  
4. Ploščo smo inkubirali 20 min pri sobni temperaturi in vzorcem dodali 10 µl raztopine za 
zaustavitev reakcije.  
5. Fluorescenco smo izmerili s čitalcem za mikrotitrske plošče (SynergyHT, Bio Tek, Winooski, 
ZDA), pri ekscitacijski valovni dolžini 560 nm in emisijski 590 nm, vsebnost LDH pa 
preračunali na % maksimalnega sproščanja LDH. 
3.2.11. Statistična obdelava podatkov 
Podatke smo statistično obdelali in podali v obliki grafov z računalniškim programom GraphPad 
Prism, verzija 8.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, ZDA). Predstavili smo jih s srednjo 
vrednostjo in standardno napako aritmetične sredine (x ± SEM) treh do šestih poskusov (n = 3-
6). Statistično značilnost rezultatov smo preverili z enosmerno analizo variance (one-way 
ANOVA) in Dunnettovim post hoc testom, če smo primerjali več vzorcev z isto kontrolno 
skupino, in z neparametričnim testom Mann-Whitney (qRT-PCR) ali Studentovim t-testom, ko 
smo med seboj primerjali dva vzorca. Za mejo statistične značilnosti smo uporabili vrednost p < 
0,05. 
 27 
4. REZULTATI  
4.1. Izražanje kanabinoidnih receptorjev na živčnih celicah in astrocitih 
možganske skorje podgan 
Sintezni kanabinoidi delujejo preko receptorjev razširjenega endokanabinoidnega sistema 
(endokanabinoidoma), ki so prisotni na različnih možganskih celicah [26]. Z verižno reakcijo s 
polimerazo v realnem času (qRT-PCR) smo potrdili, da  živčne celice (Slika 4A) in astrociti  
(Slika 4B) možganske skorje podgan izražajo kanabinoidni receptor CB1, poleg tega pa tudi 
jedrni receptor PPAR γ, ionotropni receptor TRPV1 ter receptor GPR-55. Vsebnost TRPV1 
mRNA je bila v obeh proučevanih tipih celic značilno višja (2,7-krat višja v živčnih celicah in 
8,7-krat višja v astrocitih), vsebnost PPAR γ mRNA pa značilno nižja (34,2 % nižja v živčnih 
celicah in 10 % nižja v astrocitih) od vsebnosti CB1 mRNA (Slika 4). V obeh tipih možganskih 
celic smo določili tudi GPR55 mRNA, ki je v živčnih celicah bistveno manj izražen kot CB1, na 
astrocitih v celični kulturi pa smo ga potrdili prvič. V naših eksperimentalnih pogojih nismo 
zaznali izražanja kanabinoidnega receptorja CB2 (Slika 4). 
 
Slika 4. Izražanje kanabinoidnih in s kanabinoidnim sistemom povezanih receptorjev. Nivoje izražanja 
receptorjev na živčnih celicah (A) in astrocitih (B) smo določili s kvantitativno PCR v realnem času. 
Rezultate izražanja receptorjev smo normalizirali na nivo izražanja hišnega gena, GAPDH, in jih 
primerjali z izražanjem receptorja CB1. Rezultati so predstavljeni kot srednja vrednost ± SEM štirih do 
petih neodvisnih poskusov (n = 4 – 5). * p < 0,05 v primerjavi s CB1. Statistično značilnost smo 
ugotavljali s pomočjo neparametričnega testa Mann-Whitney. 
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4.2. Citotoksični vpliv SGT-24 na živčne celice in astrocite možganske skorje 
podgan 
4.2.1. SGT-24 vpliva na viabilnost 
Tretiranje živčnih celic in astrocitov možganske skorje podgane s sinteznim kanabinoidom SGT-
24 je pokazalo, da je sposobnost preživetja celic odvisna od koncentracije kanabinoida in od časa 
akutne izpostavljenosti. Celične kulture smo najprej za 24 ur izpostavili različnim 
koncentracijam (0.1, 0.5, 1 in 5 µM) SGT-24 in v živčnih celicah opazili statistično značilen 29,1 
% padec viabilnosti že po tretiranju z 0,1 µM SGT-24, po tretiranju z 0,5 µM SGT-24 pa še 
dodatnih 14 % (Slika 5A). V astrocitih smo 37,7 % zmanjšanje viabilnosti v primerjavi z 
netretiranimi celicami izmerili po uporabi 0,5 µM SGT-24 (Slika 5B). Višje koncentracije SGT-
24 niso imele bistveno večjega vpliva na sposobnost preživetja, zato smo vse nadaljnje poskuse 





Slika 5. Viabilnost živčnih celic (A) in astrocitov (B) v odvisnosti od koncentracije SGT-24. Celice 
smo za 24 ur izpostavili 0.1, 0.5, 1 in 5 µM SGT-24 in viabilnost določili s testom alamarBlue®. 
Rezultati so predstavljeni kot srednja vrednost ± SEM štirih do petih neodvisnih poskusov. (n = 4 – 
5). Točke na grafu predstavljajo povprečne vrednosti rezultata posameznega poskusa. * p < 0,05 v 
primerjavi s kontrolo. Statistično značilnost smo ugotavljali s pomočjo testa one-way ANOVA in 
Dunnettovim post hoc testom. 
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Za ugotavljanje časovne odvisnosti vpliva SGT-24 na sposobnost preživetja smo celične kulture 
inkubirali z 0,5 µM SGT-24 v časovnih intervalih od 1 do 24 ur. Značilni vpliv na viabilnost 
živčnih celic smo opazili po 2-urni izpostavljenosti (35,1 % padec; Slika 6A), na viabilnost 
astrocitov pa uro kasneje (29,5 % padec glede na kontrolo; Slika 6B). V naslednjih urah je 
viabilnost postopno upadla in po 24- urni inkubaciji dosegla 42,6 % padec v kulturi živčnih celic 





Slika 6. Viabilnost živčnih celic (A) in astrocitov (B) v odvisnosti od časa izpostavljenosti SGT-24. 
Celice smo od 1 ure do 24 ur izpostavili 0,5 µM SGT-24 in viabilnost določili s testom 
alamarBlue®. Rezultati so predstavljeni kot srednja vrednost ± SEM štirih do petih neodvisnih 
poskusov (n = 4 – 5). Točke na grafu predstavljajo povprečne vrednosti rezultata posameznega 
poskusa.* p < 0,05 v primerjavi s kontrolo. Statistično značilnost smo ugotavljali s pomočjo testa 
one-way ANOVA in Dunnettovim post hoc testom. 
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4.2.2. SGT-24 znižuje vsebnost ATP  
Znotrajcelična koncentracija ATP, poglavitnega prenašalca energije, ki je prisoten v vseh 
normalno delujočih celicah, je pokazatelj celične viabilnosti. Živčne celice in astrocite 
možganske skorje podgane smo izpostavili sinteznemu kanabinoidu in vsebnost ATP določili v 
časovnem obdobju od 1 do 24 ur. Padec ATP v živčnih celicah je bil hiter in občuten, saj smo že 
po 2-urni inkubaciji s SGT-24 izmerili 49,3 % nižjo vsebnost kot v kontrolnih celicah, v  
nadaljevanju pa se je le še rahlo spreminjala in po 24 urah dosegla 53,3 % bazalne vrednosti 
(Slika 7A). V astrocitih smo značilno 35,2 % znižanje ATP zabeležili šele po 6-urni 
izpostavljenosti kanabinoidu, po 24 urah pa je bila vsebnost ATP 40,8 % nižja kot v kontrolnih 




Slika 7. Znotrajcelična koncentracija ATP v živčnih celicah (A) in astrocitih (B) v odvisnosti od 
časa izpostavljenosti SGT-24. Celice smo, od 1 ure do 24 ur, izpostavili  0,5 µM SGT-24 in 
nivoje ATP določili s testom ATPlite 1step™. Rezultati so predstavljeni kot srednja vrednost ± 
SEM treh do petih neodvisnih poskusov (n = 3 – 5). Točke na grafu predstavljajo povprečne 
vrednosti rezultata posameznega poskusa. * p < 0,05 v primerjavi s kontrolo. Statistično 
značilnost smo ugotavljali s pomočjo testa one-way ANOVA in Dunnettovim post hoc testom. 
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4.2.3. SGT-24 proži različne oblike celične smrti  
Vpliv sinteznega kanabinoida na viabilnosti proučevanih celic smo preverili  s pretočno 
citometrijo, ki je pokazala, da se je po 24 urni inkubaciji z 0,5 µM SGT-24 in 22-urni 
regeneraciji delež viabilnih živčnih celic znižal za 33,8 % (Slika 8A), delež viabilnih astrocitov 
pa za 16,4 %. (Slika 8B). Grafična prikaza populacije živih celic sta prikazana v spodnjem levem 




Akutni stik živčnih celic in astrocitov s SGT-24 lahko sproži različne procese, ki vodijo v 
različne oblike programirane celične smrti. Z uporabo specifičnih označevalcev 7-AAD, 
fluorescentnega barvila, ki ob izgubi membranske integritete nekroptotičnih celic vanje vstopa in 
se veže v dvojno vijačnico DNA, in aneksina V (označenega s fluorokromom FITC), proteina s 
sposobnostjo vezave na fosfatidilserin – prisoten na membrani zgodnje apoptotičnih celic [70], 
smo identificirali štiri različne populacije celic: žive, nekroptotične, zgodnje apoptotične in 
sekundarno nekrotične celice.  
  
Slika 8. S pretočnim citometrom izmerjena viabilnost živčnih celic (A) in astrocitov (B) po 
tretiranju z 0.5 µM SGT-24 in 22 urni regeneraciji. Rezultati so predstavljeni kot srednja 
vrednost ± SEM treh do štirih neodvisnih poskusov (n = 3 – 4). Posamezne točke na grafu 
predstavljajo rezultate posameznih poskusov. * p < 0,05 v primerjavi s kontrolo. Statistično 
značilnost smo ugotavljali s pomočjo Studentovega t-testa. 
 32 
Po tretiranju živčnih celic s SGT-24 in 22-urni regeneraciji je bila populacija zgodnje 
apoptotičnih celic (spodnji desni kvadrant) močno povečana (Slika 9B) v primerjavi kontrolnimi 
celicami (Slika 9A). Analiza je potrdila, da se je populacija zgodnje apoptotičnih celic povečala 
za 54,7 %  (Slika 9C), povečanje števila nekroptotičnih celic pa ni bilo statistično značilno (Slika 
9D).  
                                                                       
 
  
Slika 9. Identifikacija vrste celične smrti živčnih celic s pretočno citometrijo po hkratnem barvanju 
s 7-AAD (FL3) in aneksinom V-FITC (FL1). Primerjava med kontrolnimi celicami (A) in celicami, 
ki smo jih izpostavili 0,5 µM SGT-24 (B) in analizirali s pretočnim citometrom po 22-urni 
regeneraciji. Primerjava odstotka zgodnje apoptotičnih (C) in nekroptotičnih (D) živčnih celic, 
tretiranih s SGT-24, s kontrolnimi celicami, ki jih kanabinoidu nismo izpostavili. Rezultati so 
predstavljeni kot srednja vrednost ± SEM treh do štirih neodvisnih poskusov (n = 3 – 4). Točke na 
grafu predstavljajo povprečne vrednosti rezultatov posameznega poskusa. * p < 0,05 v primerjavi s 
kontrolo. Statistično značilnost smo ugotavljali s pomočjo Studentovega t-testa. 
A B 
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Po tretiranju astrocitov s SGT-24 in 22-urni regeneraciji smo opazili povečanje nekroptotične 
populacije celic (zgornji levi kvadrant; Slika 10B) v primerjavi s kontrolo (Slika 10A), nismo pa 
opazili bistvenih sprememb v številu zgodnje apoptotičnih celic (spodnji desni kvadrant). 
Analiza je potrdila, da se je populacija nekroptotičnih celic značilno povečala za 2,3-krat (Slika 
10D), povečanje števila zgodnje apoptotičnih celic pa ni bilo statistično značilno (Slika 10C).  
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Slika 10. Identifikacija vrste celične smrti astrocitov s pretočno citometrijo po hkratnem 
barvanju s 7-AAD (FL3) in aneksinom V-FITC (FL1). Primerjava med kontrolnimi celicami (A) 
in celicami, ki smo jih izpostavili 0,5 µM SGT-24 (B) in analizirali s pretočnim citometrom po 
22-urni regeneraciji. Primerjava odstotka zgodnje apoptotičnih (C) in nekroptotičnih (D) 
astrocitov, tretiranih s SGT-24, s kontrolnimi celicami, ki jih kanabinoidu nismo izpostavili. 
Rezultati so predstavljeni kot srednja vrednost ± SEM treh do štirih neodvisnih poskusov (n = 3 
– 4). Točke na grafu predstavljajo povprečne vrednosti rezultata posameznih poskusov. * p < 




4.2.4. SGT-24 povečuje aktivnost kaspaze 3/7  
Kaspaza 3/7 je izvršilna kaspaza, ki ima ključno vlogo pri uravnavanju apoptoze. Na podlagi 
rezultatov pretočne citometrije, ki potrjujejo proženje zgodnjih procesov celične smrti po 
izpostavljenosti 0,5 µM SGT-24 (Sliki 9 in 10), smo s pomočjo luminiscenčnega testa preverili 
aktivnost kaspaze 3/7. V živčnih celicah možganske skorje podgane se kaspaza hitro aktivira, 
značilno povišanje smo izmerili že 2-uri od začetka inkubacije, ko je bila aktivnost 2,1-krat višja 
od bazalne vrednosti v netretiranih celicah. Največji učinek je bil opazen 6 ur kasneje, ko je 
aktivnost kaspaze 3/7 dosegla 2,8-kratno vrednost kontrole (Slika 11A), visoka aktivnost pa je 
vztrajala tudi po 24-urni izpostavljenosti SGT-24. Povečano aktivnost kaspaze 3/7 smo izmerili 
tudi v astrocitih, pri čemer je bil značilni vpliv kanabinoida viden nekoliko kasneje – po 4-urni 
inkubaciji, največja aktivnost pa je bila dosežena po 8 urah in je bila 2,2-krat višja od vrednosti 
kontrole (Slika 11B). Visoka aktivnost izvršilne kaspaze je po 24-urni izpostavljenosti SGT-24 





Slika 11. Aktivnost kaspaze 3/7 v živčnih celicah (A) in astrocitih (B) v odvisnosti od časa 
izpostavljenosti SGT-24. Celice smo, od 1 do 24 ur, izpostavili 0,5 µM SGT-24 in aktivnost 
kaspaze 3/7 določili s Caspase-Glo® 3/7. Rezultati so predstavljeni kot srednja vrednost ± 
SEM treh do petih neodvisnih poskusov (n = 3 – 5). Točke na grafu predstavljajo povprečne 
vrednosti rezultata posameznega poskusa. * p < 0,05 v primerjavi s kontrolo. Statistično 
značilnost smo ugotavljali s pomočjo testa one-way ANOVA in Dunnettovim post hoc testom. 
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4.2.5. SGT-24 ne vpliva na aktivnost LDH  
Celice s poškodovano celično membrano – značilno za nekrozo – v okolje sproščajo LDH, ki je 
tako lahko pokazatelj deleža živih in neživih celic. Celične kulture živčnih celic (Slika 12A) in 
astrocitov (Slika 12B) možganske skorje podgane smo od 1 do 24 ur izpostavili 0,5 µM SGT-24. 
V tem časovnem obdobju nismo ugotovili statistično značilnih sprememb v aktivnosti LDH ob 





Slika 12. Aktivnost LDH v živčnih celicah (A) in astrocitih (B) v odvisnosti od časa 
izpostavljenosti SGT-24. Celice smo od 1 do 24 ur izpostavili  0,5 µM SGT-24 in aktivnost LDH 
določili s testom CytoTox-ONE™ Homogeneous Membrane Integrity Assay. Rezultati so 
predstavljeni kot srednja vrednost ± SEM štirih do petih neodvisnih poskusov (n = 4 – 5). Točke na 
grafu predstavljajo povprečno vrednost rezultata posameznega poskusa. * p < 0,05 v primerjavi s 
kontrolo. Statistično značilnost smo ugotavljali s pomočjo testa one-way ANOVA in Dunnettovim 
post hoc testom. 
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4.3. Udeleženost kanabinoidnih receptorjev pri nevrotoksičnem delovanju 
SGT-24 
Živčne celice in astrociti možganske skorje podgan izražajo receptorje razširjenega 
endokanabinoidnega sistema (Slika 4), zato nas je zanimalo, kakšna je njihova vloga pri proženju 
škodljivih učinkov sinteznega kanabinoida. Celične kulture smo za 24 ur izpostavili 0,5 µM 
SGT-24 v prisotnosti selektivnih antagonistov kanabinoidnih receptorjev CB1 in CB2, PPAR γ, 
TRPV1 in GPR55 ter preverili njihov vpliv na viabilnost obeh tipov celic. Ugotovili smo, da 
prisotnost 5 µM AM 251, ki je antagonist receptorjev CB1, na živčnih celicah (Slika 13A) in 
astrocitih (Slika 13B) značilno zavre škodljivi vpliv SGT-24. Pri obeh celičnih tipih je imela 
spodbuden vpliv na viabilnost tudi prisotnost 5 µM AMG 9810, antagonista TRPV1 receptorjev 
(Slika 13), pri živčnih celicah pa smo pomembno zavoro škodljivega delovanja SGT-24 opazili 
tudi ob prisotnosti 5 µM T0070907, antagonista receptorja PPAR γ (Slika 13A). Dodatek 5 µM 
ML 193, ki je antagonist receptorja GPR-55, v proučevanih možganskih celicah ni pomembno 
vplival na delovanje sinteznega kanabinoida. Selektivni antagonisti, ki smo jih uporabili v 
omenjenih poskusih, sami niso vplivali na viabilnosti proučevanih celic (Slika 14). 
Na osnovi rezultatov sklepamo, da je za nevrotoksičen vpliv SGT-24 na živčne celice in astrocite 
možganske skorje podgan odgovoren molekularni mehanizem, ki je pri živčnih celicah 
posredovan preko receptorjev CB1, PPAR γ in TRPV1, pri astrocitih pa preko receptorjev CB1 in 
TRPV1, saj blokada receptorjev s selektivnimi antagonisti zavre delovanje SGT-24. 
 37 
 
   
  
Slika 13. Viabilnost živčnih celic (A) in astrocitov (B) po dodatku receptorskih antagonistov in 
tretiranju z 0,5 µM SGT-24. Celice smo tretirali s 5 µM antagonisti receptorjev CB1 (AM 251), 
CB2 (AM 630), PPAR γ (T 0070907), TRPV1 (AM 981) in GPR55 (ML 193). Po 60- min 
inkubaciji smo jim dodali še 0,5 µM SGT-24 in inkubirali 24 ur. Rezultati so predstavljeni kot 
srednja vrednost ± SEM treh do petih neodvisnih poskusov (n = 3 – 5). Posamezne točke na 
grafu predstavljajo rezultate posameznih poskusov. * p < 0,05 v primerjavi s kontrolo in # p < 
0,05 v primerjavi s SGT-24. Statistično značilnost smo ugotavljali s pomočjo testa one-way 
ANOVA in Dunnettovim post hoc testom. 
Slika 14. Viabilnost celic ob tretiranju z izbranimi antagonisti. Celične kulture smo izpostavili 
0,5 µM SGT-24 in s pomočjo testa presnovne aktivnosti, alamarBlue®, določili spremembo v 
viabilnosti živčnih celic (A) in astrocitov (B). Rezultati so predstavljeni kot srednja vrednost ± 
SEM štirih do šestih neodvisnih poskusov (n = 4 – 6). Posamezne točke na grafu predstavljajo 
rezultate posameznih poskusov. Statistično značilnost smo ugotavljali s pomočjo testa one-way 
ANOVA in Dunnettovim post hoc testom, pri čemer statistično značilnih razlik v viabilnosti v 
primerjavi s kontrolo nismo zabeležili. 
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5. RAZPRAVA 
Sintezni kanabinoidi so skupina močnih psihoaktivnih snovi s konoplji podobnim delovanjem, ki 
predstavljajo velik zdravstveni problem predvsem zaradi njihove nepredvidljive toksičnosti in 
potenciala množičnih zlorab [38]. So relativno nove rekreativne droge, ki so v preteklosti 
povzročile številne zastrupitve [56], [73], [74], nekatere pa celo smrt [75], [76]. Kumil-derivat 
SGT-24 je ilegalen sintezni kanabinoid, ki se uporablja kot polnilo elektronskih cigaret [41]. Pod 
naš drobnogled je prišel zaradi poročila o transdermalni zastrupitvi letaliških delavcev leta 2014 
v Ljubljani, pri katerih je povzročil resen kanabinoidni sindrom s posledično dvodnevno 
hospitalizacijo [56]. Pred izvedbo študije smo predvidevali, da ima, podobno kot številni drugi 
sintezni kanabinoidi [77], citotoksične učinke na celice osrednjega živčevja.  
5.1. Izražanje kanabinoidnih receptorjev na živčnih celicah in astrocitih 
možganske skorje podgan 
Poglavitna farmakološka tarča sinteznih kanabinoidov so receptorji endokanabinoidnega 
sistema, kompleksnega in obsežnega nevromodulatornega in imunomodulatornega sistema, [19], 
[20] [21], v katerega vstopajo tudi mediatorji (npr. N-acil-amidi, amidi primarnih maščobnih 
kislin in drugi), ki so biokemijsko sorodni endokanabinoidom, njihovi receptorji, preko katerih 
delujejo tudi endokanabinoidi, prekrivajoče se signalne poti ter alternativni metabolni procesi. 
Zaradi številnih in kompleksnih interakcij je endokanabinoidni sistem postal del širšega 
signalnega sistema, imenovanega endokanabinoidom [25], [26]. Jasno je postalo tudi, da 
endogeni kanabinoid anandamid ne deluje le preko vezave na receptorja CB1 in CB2, pač pa se 
med drugim veže tudi na jedrni receptor PPAR γ in ionotropni receptor TRPV1, 2-
arahidonoilglicerol (2-AG) pa poleg kanabinoidnih receptorjev aktivira tudi TRPV1 in receptor 
GABAA  [78] .  
Na celicah osrednjega živčevja se nahajajo številni receptorji razširjenega endokanabinoidnega 
sistema, njihova razporeditev, gostota in molekularne lastnosti pa so odvisne od tipa celic, 
možganskega predela, stopnje zrelosti in bolezenskih stanj [24], [27]. Prisotnost nekaterih 
receptorjev endokanabinoidoma smo preverili na modelnem sistemu primarnih nevronskih 
celičnih kultur možganske skorje fetalnih podgan in astrocitov možganske skorje novorojenih 
podgan. Z verižno reakcijo s polimerazo v realnem času (qRT-PCR) smo na obeh tipih celic 
 39 
potrdili izražanje kanabinoidnega receptorja CB1 ter receptorjev PPAR γ, TRPV1 in GPR55 
(Slika 4).  
Naše ugotovitve o prisotnosti izbranih receptorjev na živčnih celicah in astrocitih se skladajo s 
podatki iz literature. Prisotnost kanabinoidnega receptorja CB1 na živčnih celicah in astrocitih je 
znana, saj so jo potrdile številne študije z uporabo različnih metod [27], [35], [77], [79]. 
Fernandez in sodelavci [80] so potrdili izraženost PPAR γ v živčnih celicah in astrocitih 
možganske skorje miši, pri čemer je bila relativna izraženost v astrocitih večja kot v živčnih 
celicah. Warden in sodelavci [81] so z imunofluorescenčnim poskusom dokazali izražanje  
PPAR γ v živčnih celicah in astrocitih v možganski skorji odraslih miši, vendar pa so, nasprotno, 
opazili višji nivo izraženosti v živčnih celicah kot astrocitih. Tudi mi smo ob uporabi primarnih 
kultur prišli do ugotovitve, da se receptor PPAR γ v večji meri izraža v astrocitih kot v živčnih 
celicah, zato sklepamo, da ima ta jedrni receptor v različnih življenjskih obdobjih različne vloge 
in s tem različen odziv na stik z nevrotoksini. Izražanje receptorja TRPV1 v živčnih celicah 
osrednjega živčevja ostaja kontroverzno, saj se kljub velikemu številu študij rezultati med njimi 
precej razlikujejo [82], [83]. Verjetno je, da sta CB1 in TRPV1 kolokalizirana na senzoričnih in 
možganskih živčnih celicah, kar pojasnjuje modulacijo nociceptivnih odzivov in sinergistični 
funkcionalni odziv na kanabinoidne ligande [84]. Nedavne študije so potrdile prisotnost TRPV1 
tudi v celicah nevroglije, predvsem v astrocitih in mikrogliji [85].  
Receptor GPR55, na katerega se domnevno vežejo endokanabinoidi in je nekaj časa veljal za 
resnega kandidata za tretji kanabinoidni receptor, je v možganih močno razširjen, vendar 
bistveno manj izražen kot CB1 [23], [36]. Njegovo prisotnost smo, kot nekatere pretekle študije 
[86], [87], potrdili na živčnih celicah ter prvič tudi na astrocitih možganske skorje podgan (Slika 
4). Receptor GPR55 je bil precej neznani receptor sirota, dokler ni Oka s sodelavci potrdil, da je 
L-α-lizofosfatidilinositol (LPI) njegov endogeni agonist [88]. Zanimivo je, da receptor tvori 
heterodimerne komplekse z drugimi GPCR endokanabinoidnega sistema. Študija na striatumu 
podgane in primatov je potrdila prisotnost heteromere s CB1 [89], na prefrontalnem korteksu 
žrtev samomora pa so odkrili heteromere s CB2, pri čemer so GPR55-CB2 heteroreceptorske 
komplekse potrdili tako na živčnih celicah, kot tudi astrocitih [90]. Biološki in farmakološki 
pomen teh kompleksov zaenkrat ni pojasnjen, rezultati študij pa nakazujejo tesno 
sodelovanje med receptorji in na ta način prisotnost zanimivih farmakoloških tarč. Receptor 
CB2  povezujejo z imunskim odzivom zaradi izražanja v celicah mikroglije [35]. V zelo nizkih 
nivojih naj bi bil prisoten tudi v zdravih živčnih celicah in astrocitih, vendar pa v raziskave niso 
 40 
vključili negativnih kontrol, s katerimi bi dokazali specifičnost poskusov [90] – [92].  V naših 
poskusih na proučevanih celicah mRNA CB2 nismo zaznali (Slika 4). 
5.2. Citotoksični vpliv SGT-24 na živčne celice in astrocite možganske skorje 
podgan 
Citotoksičnost je sposobnost snovi, da uniči žive celice, podpomenka nevrotoskičnost pa se 
nanaša na sposobnost snovi, da uniči žive celice osrednjega živčevja. Proučevanje citotoksičnega 
delovanja snovi je pomembno za prepoznavanje morebitnega tveganja za zdravje ljudi.  Za 
ovrednotenje citotoksičnosti se pogosto uporabljajo celični testi, s katerimi lahko raziskujemo 
vplive na celično proliferacijo, receptorsko vezavo in različne signalne poti [94]. V okviru 
magistrske naloge smo na modelnem sistemu živčnih celic in astrocitov možganske skorje 
podgane ovrednotili nevrotoksični vpliv kanabinoida SGT-24 z merjenjem viabilnosti in 
znotrajcelične koncentracije ATP, motnje membranske integritete smo preverili s pomočjo 
merjenja aktivnosti LDH, z luminescenčnim testom aktivnosti izvršilne kaspaze 3/7 pa smo 
preverili prisotnost zgodnjih apoptotičnih procesov. Natančneje smo vpliv na viabilnost in vrste 
celične smrti ovrednotili z uporabo pretočne citometrije.  
Koncentracijsko in časovno odvisen vpliv na viabilnost smo ugotavljali z uporabo testa, ki 
temelji na redukcijski sposobnosti živih, presnovno aktivnih celic, da pretvorijo resazurin v 
fluorescirajoči produkt resorufin. Resazurin je modro, za celice neškodljivo barvilo, ki prosto 
prehaja celično membrano in se v citosolu reducira v rdeč, fluorescirajoč produkt resorufin [95]. 
Poglavitni razlog za izbiro omenjene metode je bilo dejstvo, da resazurin celic ne poškoduje in 
smo po končanem poskusu iste celice lahko analizirali tudi z drugimi metodami. Viabilnost tako 
živčnih celic kot tudi astrocitov je odvisna od uporabljene koncentracije (Slika 5) SGT-24 in 
časovne izpostavljenosti (Slika 6) sinteznemu kanabinoidu. SGT-24 je imel značilen vpliv na 
viabilnost živčnih celic že pri najnižji uporabljeni koncentraciji (0,1 µM), medtem ko se je pri 
astrocitih to zgodilo pri tretiranju s koncentracijo 0,5 µM. Padec viabilnosti pri koncentraciji 0,5 
µM je bil pri živčnih celicah večji kot pri astrocitih, uporaba višjih koncentracij (1 ali 5 µM) pa 
ni povzročila večje spremembe presnovne aktivnosti v nobenem od proučevanih tipov celic. Na 
osnovi teh ugotovitev smo nadaljnje poskuse izvedli z 0,5 µM SGT-24, saj je bil vpliv na obe 
vrsti celic pri tej koncentraciji statistično značilen. 
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Sposobnost preživetja je odvisna od časa akutne izpostavljenosti SGT-24 in se med tipoma celic 
razlikuje. Značilni vpliv na viabilnost živčnih celic smo opazili po 2-urni izpostavljenosti (Slika 
6A), na viabilnost astrocitov uro kasneje (Slika 6B), 24-urna inkubacija pa je razkrila 42,6 % 
padec sposobnosti preživetja živčnih celic ter 37,7 % astrocitov (Slika 6). Ta poskus je pokazal 
večjo občutljivost živčnih celic na sintezne kanabinoide, kar se sklada s podobnimi rezultati 
študije Tomiyama in Funada [77], ki sta raziskovala vpliv sinteznega kanabinoida CP- 55,940 na 
primarnih možganskih celicah miši in zabeležila 30 % padec viabilnosti po 2-urni inkubaciji s 
kanabinoidom. Razlog za večji padec viabilnosti (35,1 %) po uporabi SGT-24 bi lahko bila večja 
relativna moč SGT-24 v primerjavi s CP- 55,940, o kateri poročajo Angerer in sodelavci v študiji 
iz leta 2018 [41].  
ATP je glavni vir energije, deluje pa tudi kot signalna molekula in sodeluje v sintezi DNA in 
RNA [96]. Je široko sprejet označevalec viabilnosti celic, test znotrajcelične koncentracije ATP 
pa je najhitrejša in najobčutljivejša metoda za merjenje celične viabilnosti. Ko celice izgubijo 
membransko integriteto, izgubijo tudi zmožnost sinteze ATP, endogene ATP-aze pa pri tem 
hitro razgradijo ATP, ki je še prisoten v citoplazmi. V reagentu za merjenje ATP najdemo 
detergent, ki poskrbi za lizo celic, in zaviralce ATP-az, ki preprečijo razgradnjo iz liziranih celic 
sproščenih molekul ATP. Prisoten reagent luciferin v reakciji z ATP in ob prisotnosti luciferaze 
kot katalizatorja oddaja svetlobni signal [94]. Vpliv SGT-24 na znotrajcelično koncentracijo 
ATP smo ugotavljali v odvisnosti od časa inkubacije (Slika 7). Živčne celice so se ponovno 
izkazale za bolj občutljive na prisotnost kanabinoida, saj se je v njih vsebnost ATP statistično 
znižala po 2 urah v primerjavi z astrociti, kjer statističnega znižanja nismo zabeležili vse do 6-
urne inkubacije. Tudi po 24 urah je bil padec vsebnosti ATP v živčnih celicah večji kot v 
astrocitih.  
Mitohondriji imajo temeljno vlogo pri sintezi ATP, kjer nastaja pri procesu celičnega dihanja z 
oksidativno fosforilacijo. Z daljšanjem inkubacije celic s SGT-24 najverjetneje pride do vse 
večje okvare sinteze ATP. Fišar in sodelavci [97] so raziskovali vpliv kanabinoidov na celično 
dihanje v mitohondrijih celic možganske skorje prašiča. Receptorji CB1 so prisotni na 
mitohondrijski membrani, njihova aktivacija pa med drugim vodi do zmanjšanja celičnega 
dihanja in zmanjšane aktivnosti kompleksa I dihalne verige, ki ima ključno vlogo pri oksidativni 
fosforilaciji ADP v ATP. Upad koncentracije znotrajceličnega ATP v našem poskusu bi bil torej 
lahko posledica tudi neposrednega delovanja SGT-24 na receptorje CB1 v membrani 
mitohondrijev. Možno je tudi, da se SGT-24 zaradi lipofilne narave, nakopiči v hidrofobnih delih 
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notranje membrane mitohondrijev in tako ovira interakcije med molekulami in sestavo dihalne 
verige. Naši preliminarni rezultati potrjujejo okrnjenost membranskega potenciala mitohondijev, 
vendar jih v tej nalogi ne prikazujemo. 
Izpostavljenost celic osrednjega živčevja škodljivim vplivom okrne njihovo funkcijo [63], kar 
lahko sproži različne procese regulirane celične smrti. Apoptoza je med razvojem in staranjem 
običajen pojav za ohranjanje homeostaze celične populacije v tkivih. Je koordiniran, pogosto 
energijsko odvisen proces, ki ga spremlja aktivacija skupine cisteinskih proteaz, imenovanih 
kaspaze [98]. Morfološko je za apoptozo značilno skrčenje celic, fragmentacija DNA in nastanek 
z membrano obdanih apoptotičnih telesc, ki jih sosednje celice hitro fagocitirajo [99]. Ker 
apoptotične celice ne sproščajo celičnine v okoljsko intersticijsko tkivo in so fagocitirane, ne 
povzročijo vnetne reakcije [97] – [99]. Nekroptoza je nekrotična oblika celične smrti, ki pa ni 
nekontrolirana in pasivna kot nekroza, ampak jo prožijo znane molekularne poti [101]. 
Morfološko opazimo povečanje celičnega volumna, nabrekanje celic in organelov, 
permeabilizacijo membrane in na koncu razpad celične membrane in sprostitev celične vsebine v 
okolje, kar povzroči sproščanje provnetnih citokinov in močan vnetni odziv [102].  
Proženje različnih poti celične smrti in s tem prisotnost apoptotičnih in nekroptotičnih celic v 
proučevanih celičnih kulturah zaradi izpostavljenosti SGT-24 smo preiskovali s pomočjo 
pretočne citometrije. Pretočna citometrija je visoko zmogljiva tehnologija za hitro analizo 
velikega števila celic. Suspenzija celic, označenih s specifičnimi fluorescentnimi barvili, potuje 
skozi laserski žarek, pretočni citometer pa meri emitiran fluorescenčni signal. Za vsako celico 
izmeri tudi njeno velikost (oz. elektronski volumen) in stransko sipanje svetlobe, ki je odvisno od 
kompleksnosti znotrajcelične strukture celice in njene granuliranosti [103]. Na podlagi zadnjih 
dveh informacij smo ločili ustrezno populacijo celic od manjših delcev, prisotnih v suspenziji in 
neprimernih za analizo, ki pa jih je pretočni citometer kljub temu zaznal. Uporaba fluorescentnih 
barvil omogoča bolj specifično prepoznavanje in kvantifikacijo različnih oblik celične smrti. V 
naši raziskavi smo celice barvali s kombinacijo dveh barvil, aneksina V-FITC in 7-AAD (Sliki 9 
in 10).  
Zgodnje apoptotične celice smo obarvali s pomočjo aneksina V, označenega s fluorokromom 
FITC. Aneksin V se specifično veže na fosfatidilserin, ki se v normalno delujočih celicah nahaja 
na notranji strani celične membrane, v primeru sprožitve apoptoze pa se s pomočjo translokaze 
prestavi na zunanji del, kjer postane dostopen za vezavo aneksina V. Njegova vezava na 
normalno delujoče celice ni možna, saj membrane ne prehaja [69], [70]. Martin in sodelavci 
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[104] so leta 1995 dokazali, da se eksternalizacija fosfatidilserina zgodi zgodaj v procesu 
apoptoze in ni odvisna od mehanizma sprožitve, zato je uporabljena metoda zanesljiva za 
identifikacijo zgodnje apoptotičnih celic. 7-AAD je fluorescentno barvilo, ki membrane prosto 
ne prehaja. Celice z izgubljeno membransko integriteto, na primer nekroptotične, nekrotične in 
pozno apoptotične celice, postanejo prepustne za 7-AAD, ki tedaj vstopi v celico in se tam veže 
v dvojno vijačnico DNA [70]. S pretočno citometrijo smo tako identificirali štiri populacije celic: 
žive celice (t.j. 7-AAD in aneksin V-FITC negativne), zgodnje apoptotične celice (t.j. aneksin V-
FITC pozitivne in 7-AAD negativne), nekroptotične (primarno nekrotične) celice (t.j. aneksin V-
FITC negativne in 7-AAD pozitivne) in sekundarno nekrotične celice (t.j. aneksin V-FITC in 7-
AAD pozitivne). Sekundarno nekrotične celice so lahko umrle po apoptotični ali nekroptotični 
poti, zato jih pri vrednotenju rezultatov nismo upoštevali, saj jih ni bilo mogoče z gotovostjo 
umestiti v eno ali drugo skupino.  
V skladu z rezultati prejšnjih poskusov se je viabilnost živčnih celic ponovno znižala bolj kot 
viabilnost astrocitov (Slika 8). Zanimivo je, da je del kontrolne populacije živčnih celic bolj 
pomaknjen v smer zgodnje apoptoze, po čemer sklepamo, da so živčne celice bolj občutljive na 
postopke priprave na merjenje s pretočno citometrijo. Populacija živčnih celic se je po tretiranju s 
SGT-24 premaknila iz levega v desni spodnji kvadrant (Slika 9), kar pomeni, da jih večina 
propade apoptotično. Analiza kvantitativnih podatkov pretočne citometrije je potrdila statistično 
večje število apoptotičnih celic v primerjavi s kontrolo (Slika 9C). Narasel je tudi delež 
nekroptotičnih živčnih celic, vendar ta porast ni bil statistično značilen (Slika 9D). Naše 
ugotovitve se skladajo z rezultati raziskave Tomiyama in Funada [77], v kateri sta potrdila, da je 
sintezni kanabinoid CP 55,940 za 30 % znižal viabilnost primarnih možganskih živčnih celic 
miši zaradi proženja apoptotičnih procesov. 
Sintezni kanabinoid SGT-24 v astrocitih proži nekroptozo, saj se je del populacije iz spodnjega 
levega kvadranta premaknil v zgornji levi kvadrant (Slika 10). Ugotovitev je potrdila tudi 
kvantitativna analiza podatkov pretočne citometrije, kjer je bilo v vzorcih značilno več 
nekroptotičnih celic kot v kontrolnih, netretiranih celicah (Slika 10B). Narasel je tudi delež 
apoptotičnih celic, vendar ta porast ni bil statistično značilen (Slika 10A).  
Kaspazi 3/7 sta izvršilni kaspazi in zadnji korak v kaskadi apoptoze. Do njune aktivacije lahko 
pride po ekstrinzični poti, preko receptorjev smrti na celični membrani in aktivacije sprožilne 
kaspaze 8, ali po intrinzični poti, povezani z destabilizacijo mitohondrijske membrane, 
sproščanjem citokroma c iz mitohondrija in posledično aktivacijo sprožilne kaspaze 9 [105]. 
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Aktivnost kaspaze 3/7 se je po tretiranju s kanabinoidom značilno povišala v obeh tipih celic, 
ponovno prej v živčnih celicah kot astrocitih (Slika 11). Glede na rezultate pretočne citometrije 
smo pričakovali povišano aktivnost kaspaze 3/7 v živčnih celicah, saj smo predhodno že 
ugotovili, da večina umirajočih celic propada po apoptotični poti. Tudi Tomiyama in Funada 
[77] sta z imunocitokemijskim poskusom na primarnih možganskih živčnih celicah miši 
dokazala povišanje aktivnosti kaspaze 3 po tretiranju celic s sinteznim kanabinoidom CP 55,940. 
Po analizi astrocitov s pretočno citometrijo smo zaključili, da je večina celic propadla 
nekroptotično, kljub temu pa se je v določenem delu celic sprožila tudi  apoptoza. Dodatna 
potrditev, da SGT-24 v astrocitih sproži tudi apoptozo, je povišanje aktivnosti kaspaze 3/7. 
Šimenc in Lipnik-Štangelj [106] sta z raziskavo leta 2012 prišla do zaključka, da citotoksična 
snov stavrosporin v astrocitih sproži bodisi apoptozo bodisi nekroptozo, lahko pa tudi obe vrsti 
celične smrti, odvisno od koncentracije citotoksina. Možno je torej, da se v astrocitih tudi po 
tretiranju s SGT-24 lahko sprožita oba mehanizma celične smrti. Glede na to, da smo zabeležili 
tudi padec znotrajcelične koncentracije ATP, ki je odvisna od pravilnega delovanja 
mitohondrijev in hkrati sprožitev apoptoze, ki je lahko posledica destabilizacije mitohondrijske 
membrane, obstaja verjetnost, da je citotoksično delovanje SGT-24 povezano z okvaro 
mitohondrijskega delovanja. V magistrski nalogi smo po stiku živčnih celic in astrocitov s SGT-
24 analizirali zgolj spremembo aktivnosti kaspaze 3/7, ne glede na vrsto mehanizma apoptoze. V 
prihodnje bi bilo zanimivo raziskati, katera od poti je odgovorna za apoptozo celic osrednjega 
živčevja.  
SGT-24 ni imel vpliva na aktivnost LDH v celicah osrednjega živčevja (Slika 12). Viabilnost 
celic pogosto preverjamo z ugotavljanjem izgube membranske integritete celic. Molekule, med 
katere spada tudi LDH, ki so del citoplazme živih celic in se zaradi izgube membranske 
celovitosti sprostijo v okoljski medij, služijo kot dobri indikatorji celične smrti. LDH katalizira 
pretvorbo piruvata v laktat in spotoma pretvorbo NAD+ v NADH, molekulo z velikim 
redukcijskim potencialom, ki pretvori resazurin v fluorescentni produkt resorufin [107]. Izguba 
membranske integritete je značilna za nekrozo in nekroptozo, zato smo glede na rezultate 
pretočne citometrije, predvsem v primeru astrocitov, pričakovali zanesljivo povišano aktivnost 
LDH, vendar v naših eksperimentalnih pogojih nismo izmerili značilnih sprememb.  
V vseh poskusih se je pokazalo, da so živčne celice bolj dovzetne za škodljive učinke SGT-24 
kot astrociti. Astrociti v splošnem veljajo kot podpora živčnim celicam, njihova poglavitna vloga 
pa je ohranjanje homeostaze v osrednjem živčevju in s tem nevroprotektivno delovanje. V 
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primeru stikov s citotoksini imajo astrociti številne prednosti pred živčnimi celicami – zaradi 
sinteze antioksidantov so bolj odporni na oksidativni stres, sposobni so modulacije vnetnih 
procesov in privzema nevrotoksinov ter skladiščenja glikogena, kar omogoča nadaljnjo 
proizvajanje ATP z glikolizo [108]. Vsi ti mehanizmi ščitijo homeostazo astrocitov in 
najverjetneje poskrbijo za večjo odpornost tudi na SGT-24. Astrociti v možganih z vsemi 
omenjenimi mehanizmi dokazano ščitijo tudi živčne celice, zato so le-te v njihovi odsotnosti bolj 
ranljive [108].   
5.3. Udeleženost kanabinoidnih receptorjev pri nevrotoksičnem delovanju 
SGT-24 
V prvem delu magistrske naloge smo potrdili izražanje petih receptorjev razširjenega 
endokanabinoidnega sistema, nato pa smo na različne načine dokazali nevrotoksično delovanje 
SGT-24. S pomočjo selektivnih antagonistov v živčnih celicah in astrocitih identificiranih 
receptorjev smo poskušali preveriti, v kolikšni meri ti receptorji sodelujejo pri 
nevrotoksičnem delovanju SGT-24.  
SGT-24 je polni agonist kanabinoidnega receptorja CB1, kamor se veže z visoko afiniteto 
in pri tem sproži z receptorjem povezane znotrajcelične signalne poti [41], [57], [58], [59]. 
Selektivni antagonist receptorja CB1, AM 251, je zavrl škodljivi vpliv kanabinoida na 
viabilnost živčnih celic (Slika 13A) in astrocitov (Slika 13B). Downer in sodelavci [109] so s 
poskusom na živčnih celicah možganske skorje podgane potrdil, da tudi glavni psihoaktivni 
metabolit konoplje, ∆9-THC, sproži apoptozo preko aktivacije receptorjev CB1, saj je dodatek 
antagonista AM-251 značilno vplival na viabilnost kanabinoidu izpostavljenih živčnih celic. 
Predlagani mehanizmi nevrotoksičnosti kanabinoidov vključujejo nastanek reaktivnih kisikovih 
zvrsti (ROS), aktivacijo kaspaze 3, spodbujanje sproščanja mitohondrijskega citokroma c v 
citosol in sprožitev DNA fragmentacije [109]. Aktivacija astrocitnih receptorjev CB1 je povezana 
s stimulacijo nekaterih transkripcijskih dejavnikov in posledično z vplivom na izražanje genov, 
diferenciacijo astrocitov in njihovo preživetje. Nevrotoksičen učinek SGT-24 je zagotovo 
posredovan preko kanabinoidnih receptorjev CB1, v prihodnosti pa bi bilo zanimivo raziskati tudi 
omenjene mehanizme nevrotoksičnosti. 
Škodljivi vpliv sinteznega kanabinoida na viabilnost živčnih celic (Slika 13A) in astrocitov 
(Slika 13B) je zavrla tudi prisotnost selektivnega antagonista ionotropnega receptorja 
TRPV1. Receptor TRPV1 ima v osrednjem živčevju različne vloge, preko znotrajceličnega Ca2+ 
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pa uravnava procese kot so vzdraženost, proliferacija, sinaptična plastičnost in tudi celična smrt, 
odvisno od koncentracije in trajanja signala. Neuravnavana aktivacija TRPV1 bi lahko sprožila 
celično smrt s prekomerno aktivacijo mitohondrijev [110]. Shirakawa in sodelavci [111] so 
raziskovali udeleženost receptorja TRPV1 pri aktivaciji celične smrti v citotoksičnih procesih na 
živčnih celicah možganske skorje podgane. Ob stiku z dobro znanim agonistom TRPV1, 
kapsaicinom, je aktivacija receptorja povzročila apoptotično smrt preko odprtja kalcijevih 
kanalov tipa L, vdora Ca2+ v celico, fosforilacije MAPK, nastanka ROS in aktivacije kaspaze 3. 
Kim in sodelavci [112] v svoji študiji poročajo, da so agonisti receptorjev TRPV1, izraženi na 
celicah mikroglije podgan, prav tako povzročili celično smrt, povezano s povišanjem 
znotrajcelične koncentracije Ca2+ in okvaro mitohondrijev. Opazili so povišano izločanje 
citokroma c in aktivacijo kaspaze 3. Udeleženost TRPV1 pri nevrotoksičnem delovanju SGT-24 
je torej smiselna, saj smo tudi sami zabeležili padec znotrajcelične koncentracije ATP in 
aktivacijo kaspaze 3/7, ki sta povezana z okvaro mitohondrijev in celično smrtjo, kljub temu pa 
so za bolj jasno razumevanje mehanizmov nevrotoksičnosti SGT-24 preko TRPV1 potrebne 
nadaljne raziskave.  
Vpliv sinteznega kanabinoida na živčne celice (Slika 13A), ne pa tudi na astrocite 
možganske skorje podgane (Slika 13B), je zavrla tudi prisotnost selektivnega antagonista 
jedrnega receptorja PPAR γ. Interakcije med receptorjem PPAR γ in nekaterimi endogenimi, 
rastlinskimi in sinteznimi kanabinoidi so znane, ni pa jasno, ali se ti ligandi neposredno vežejo na 
jedrne receptorje, ali jih prožijo aktivni kanabinoidni metaboliti, ali pa jih morda aktivirajo 
znotrajcelične signalne poti po vezavi kanabinoidov na membranske receptorje [113]. V 
splošnem ta receptor povezujejo z zaščitnim delovanjem na živčne celice z vplivom na spomin in 
miselno sposobnost, analgezijo ter protivnetnim in protitumorskim delovanjem [113]. Njegova 
vloga pri nevrotoksičnem delovanju sinteznih kanabinoidov v zdravem živčevju ni pojasnjena. 
Naši podatki nakazujejo nov mehanizem pri poškodbi živčnih celic po izpostavljenosti 
kanabinoidom, morda je prav vezava SGT-24 na jedrni receptor PPAR γ razlog za večjo 
toksičnost v živčnih celicah.  
Na podlagi rezultatov magistrske naloge lahko zaključimo, da je sintezni kanabinoid SGT-24 
kompleksna, večtarčna snov, ki preko vezave na receptorje razširjenega endokanabinoidnega 
sistema, t.j. CB1, TRPV1 in PPAR γ, povzroča apoptozo živčnih celic in preko vezave na 




SGT-24 je sintezni kanabinoid s škodljivimi učinki na celice osrednjega živčevja. Številne 
farmakološke lastnosti SGT-24 ostajajo neznanka, z našo raziskavo pa smo naredili velik korak 
bližje k razumevanju njegovega delovanja.  
V okviru magistrske naloge smo si zastavili tri hipoteze, ki smo jih uspešno potrdili:  
1. Živčne celice in astrociti možganske skorje podgane izražajo kanabinoidne 
receptorje  
Živčne celice in astrociti možganske skorje podgane izražajo kanabinoidni receptor CB1 ter 
receptorje PPAR γ, TRPV1 in GPR55, ki so del endokanabinoidoma. Ionotropni TRPV1 je v 
obeh tipih celic bolj,  jedrni receptor PPAR γ manj, receptor GPR55 pa bistveno manj izražen kot 
kanabinoidni receptor CB1. 
 
2. SGT-24 ima ob akutni izpostavljenosti citotoksični vpliv na živčne celice in astrocite 
SGT-24 je znižal viabilnost celic v odvisnosti od časa izpostavljenosti in koncentracije 
kanabinoida in znotrajcelično koncentracijo ATP, ni pa vplival na aktivnost LDH oz. na 
membransko integriteto. SGT-24 zviša aktivnost izvršilne kaspaze 3/7, zato sklepamo, da v 
kulturah živčnih celic in astrocitov sproži zgodnje apoptotične procese. Poleg apoptoze, ki je bolj 
pogosta v živčnih celicah, SGT-24 proži tudi procese nekroptoze, ki so v večji meri prisotni v 
astrocitih. Živčne celice so se izkazale za bolj dovzetne za škodljive učinke SGT-24 od 
astrocitov, kar potrjuje nevroprotektivno funkcijo astrocitov v osrednjem živčevju. 
 
3. Nevrotoksičnost SGT-24 je receptorsko uravnavan proces 
Nevrotoksičnost SGT-24 je receptorsko uravnavan proces v katerega sta v astrocitih udeležena 
kanabinoidni receptor CB1 in ionotropni receptor TRPV1, v živčnih celicah pa tudi jedrni 
receptor PPAR γ, saj blokada receptorjev s selektivnimi antagonisti omenjenih receptorjev zavre 
škodljivo delovanje SGT-24. 
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SGT-24 je zgolj ena od množice novih psihoaktivnih substanc, ki predstavljajo resen zdravstveni 
problem. Zloraba SGT-24 lahko, zaradi škodljivih učinkov na živčne celice in astrocite, okrne 
delovanje osrednjega živčevja. Pomembno je, da njihove učinke čim bolje poznamo, hitro 
prepoznamo ter poskrbimo za čim težjo dostopnost droge in ozaveščenost prebivalstva o 
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